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4 Einleitung

Zusammenfassung

In einem vom Bundesministerium fiir Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz
(BMELYV) finanzierten und von der Bundesanstalt fiir Landwirtschaft (BLE) betreuten
Projekt zu den aquatisch genetischen Ressourcen in Deutschland wurden
Seesaiblingspopulationen aus sieben voralpinen (Ammersee, Konigssee, Tegernsee, Wal-
chensee, Hintersee, Bodensee und Starnberger See) und drei hochalpinen Seen (Soiernsee,
Griinsee, Seealpsee) dokumentiert und eine genetische Analyse zur Analyse der Ver-
wandtschaftsverhéltnisse, der Verdnderung der Populationen im historischen Vergleich
durchgefiihrt. Die genetischen Daten der rezenten Populationen wurden sowohl unterei-
nander, als auch mit denen historischer Gewebeproben verglichen. Dariiber hinaus wurden
wihrend der Laichsaison Elterntiere aus den voralpinen Seen gefangen und abgestreift.
Die Eier wurden unter kontrollierten Bedingungen erbriitet und die Larven angefiittert.
Stichproben von fiinf ausgewéhlten Herkiinften (Tegernsee, Walchensee, Hintersee, Bo-
densee und Starnberger See) wurden fiir die Dauer von sieben Monaten unter praxisiibli-
chen Aquakulturbedingungen aufgezogen. Dabei wurden die Wachstumsleistung, Futter-
verwertung, Uberlebensrate, Kondition und der Gesundheitsstatus untersucht.

Aquakultur:

Wihrend der Aufzucht stellte sich die Anfiitterung der Wildfisch-Nachzuchten problema-
tisch dar: Anfanglich wurden die angebotenen Trockenmischfuttermittel kaum angenom-
men. Erst die iibergangsweise Zufiitterung von gefrorenem Zooplankton verbesserte die
Futterakzeptanz. Die vergleichenden Untersuchungen wihrend der Aufzuchtphase ergaben
eine grundsitzliche Eignung aller einbezogenen Herkiinfte fiir die Aquakultur. Bei gerin-
ger Verlustrate wuchsen die Gruppen in den ersten Monaten gut ab, allerdings verringerte
sich die Futteraufnahme und Wachstumsleistung in der zweiten Versuchshilfte, in der be-
reits die Gonadenreifung begann. Die Auswertung am Versuchsende ergab insgesamt gut
konditionierte, gesunde Fische. Auffallend war das ungleichméBige Individualwachstum,
was insbesondere bei den schlecht wachsenden Herkiinften Tegernsee und Walchensee
auffiel. Die Fische aus dem Hintersee und Starnberger See zeigten dagegen deutlich besse-
re Leistungen. Aus der Gesamtauswertung ergab sich, dass die Seesaiblinge aus dem Bo-
densee unter den gegebenen Beprobungs- und Aufzuchtbedingungen die beste Leistungs-
fahigkeit zeigten.

Genetik:

Die genetische Dokumentation und Analyse der untersuchten Populationen auf der Basis
zweier Markersysteme (AFLPs, Mikrosatelliten) ergab verschiedene Ergebnisse. Fiir alle
historisch und aktuell typisierbaren Populationen liegt eine Dokumentation ihrer geneti-
schen Diversitit an ca. 2000 anonymen Genorten (AFLPs) und sechs einzeln ansprechba-
ren Genorten vor. Die vergleichende Analyse der Populationen miteinander ergab in den
meisten Fillen signifikante Unterschiede, die darauf hindeuten, dass sowohl historische
als auch rezente Populationen in ihrer genetischen Ausstattung differieren. Im Zusammen-
hang mit dem Aquakulturpotential ausgewdihlter rezenter Populationen kann davon ausge-
gangen werden, dass diese Populationen sich nicht nur in etwa 2000 ,,neutralen*, sondern
auch in selektierbaren genetischen Merkmalen unterscheiden und die Stimme deshalb ei-
ne diverse und solide Grundlage fiir ziichterische Optimierungen in der Aquakultur erge-
ben.

Durch die genetische Verwandtschaftsanalyse im historischen Vergleich konnten rezente
deutsche Populationen identifiziert werden, die iiber die Zeit wenig verdndert sind und
deshalb die urspriingliche Diversitidt der aquatischen genetischen Ressource ,,Seesaibling*
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in Bayern am deutlichsten reprisentieren: Ammersee, Konigssee. Andererseits ergaben
sich im historischen Populationsvergleich deutliche Verdnderungen fiir den Starnberger
See und den Tegernsee. Diese Verdnderungen sind durch den Zusammenbruch dieser Po-
pulationen durch die Eutrophierung dieser Seen in den 1970er Jahren erklérlich (Starnber-
ger See, Tegernsee). Deswegen erstaunt es auch nicht, dass die beiden neu aufgebauten
Populationen groBe genetische Ahnlichkeiten haben. Die Population des historischen
Walchensees unterscheidet sich ebenfalls deutlich von der aktuellen, jedoch nur in einem
Teil der Individuen. Diese Population entstammt BesatzmaBnahmen im Mittelalter und ist
nachtrédglich mit verschiedenen kiinstlichen Populationen augmentiert worden. Die Popu-
lation des Bodensees unterscheidet sich am deutlichsten von allen anderen, was durch die
geographische Separation erkldrt werden kann. Wie auch die Population des Hintersees
wurde sie nicht als natiirliche Population beprobt, sondern es konnten nur Briitlinge (Bo-
densee), bzw. Jihrlinge (Hintersee) untersucht werden. Die Interpretation im natiirlichen
evolvierten Kontext ist daher eingeschrinkt. Die Probennahme kann erklidren, warum der
rezente Hintersee einen grofleren Anteil an Bodensee-dhnlichen genomischen Anteil ent-
hilt, die Selektion in der ex-situ Aquakultur dieser Proben entstanden sein kann. Die
Hochgebirgs-Population des Soiernsees ist mit hoher Wahrscheinlichkeit durch eine kleine
Griinderpopulation in ihrer genetischen Vielfalt reduziert und deshalb in sich sehr homo-
gen. Thre Ahnlichkeit mit historischen Populationen aus dem Tegernsee, Walchensee und
Schliersee zeigt an, dass sich in Hochalpenseen historische Replikate aquatischer geneti-
scher Ressourcen gehalten haben konnten.
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1 Einleitung

Die Nutzung der natiirlichen aquatischen genetischen Ressourcen in der Binnenfischerei
und Aquakultur Deutschlands beruht vor allem auf der Basis natiirlicher Bestinde der
Bachforelle (Salmo trutta) und des Karpfens (Cyprinus carpio). Neben anderen Neben-
fischarten wird insbesondere dem Seesaibling (Salvelinus cf. umbla) ein hohes Potential in
der Forellenteichwirtschaft eingeraumt (FEAP, 2005). Nur wenige Teichwirtschaften in
Deutschland verfiigen bislang iiber eigene Seesaiblingsbestinde. Es wird erwartet, dass
dem Seesaibling in der zukiinftigen Aquakultur eine grofere Bedeutung zuteil wird, und
fiir viele Fischziichter ist der Ausbau ihrer Produktpalette fiir einen dauerhaften wirtschaft-
lichen Erfolg unumgiénglich. In der Regel handelt es sich bei den auf den Betrieben gehal-
tenen Seesaiblingsbestinden um importierte Stamme aus Skandinavien oder Kanada.
Kaum ein Betrieb greift auf natiirliche genetische Ressourcen aus deutschen Gewéssern
zuriick. Zu den Leistungseigenschaften der verschiedenen heimischen Herkiinfte in der
Aquakultur gibt es zudem kaum wissenschaftliche Untersuchungen.

Im Gegensatz zu reinen Zuchtstimmen sind die natiirlichen Populationen besonders in der
zweiten Hilfte des vergangenen Jahrhunderts durch BesatzmaBnahmen und zum Teil
durch drastische Umweltverdnderungen beeintrachtigt, d.h. die genetische Integritdt und
Diversitit rezenter Populationen entspricht zum Teil nicht mehr ihrem urspriinglichen Zu-
stand. Durch die Verbesserung molekulargenetischer Labortechniken erschlielen sich seit
kurzer Zeit Moglichkeiten, Populationen natiirlich evolvierter aquatischer genetischer
Ressourcen-Arten auf genomischer Ebene zu charakterisieren und ihren Verdnderungsgrad
in genomischer Hinsicht differenziert abzuschétzen. Diese Erkenntnisse dienen dazu
Grundlagen fiir die Analyse des genetischen Potentials natiirlicher aquatischer Ressourcen
in Bezug auf aquakulturrelevante Merkmale zu liefern.

Vor diesem Hintergrund erhielt das Institut fiir Fischerei der Bayerischen Landesanstalt
fiir Landwirtschaft vom Bundesministerium fiir Erndhrung, Landwirtschaft und Verbrau-
cherschutz (BMELV) den Auftrag, aus ausgewihlten bayerischen Gewéssern Seesaiblinge
zu untersuchen. Betreut wurde das Projekt durch das Referat Agrarforschung (514) der
Bundesanstalt fiir Landwirtschaft und Erndhrung (BLE). Der Abschlussbericht wurde
nach einem einfithrenden Teil in den Berichtsteil I: ,,Untersuchungen zur Aquakultur* und
einen Berichtsteil II: ,,Untersuchungen zur Genetik* gegliedert.
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2 Stand des Wissens

2.1 Biologie des Seesaiblings

Seesaiblinge (Familie Lachsartige —Salmonidae) aus dem Formenkreis um Salvelinus
alpinus (,Seesaiblings-Formenkreis oder ,,Arctic Charr complex‘) sind sehr gut an die ext-
remen Lebensbedingungen der arktischen und alpinen Gewisser angepasst. Sie tolerieren
tiefere Temperaturen als alle anderen Salmoniden und sind ausgesprochene Habitat- und
Erndhrungsgeneralisten (KLEMETSEN et al., 2003). In Deutschland kommen Seesaiblinge
typischerweise in kalten und néhrstoffarmen Seen des Alpen- und Voralpengebietes vor,
sind aber in der Arktis auch in Flusssystemen anzutreffen. Als individuell extrem anpas-
sungsfdahige Nahrungsgeneralisten nutzen sie in der Arktis fast das gesamt Nahrungsnetz
des Gewissers (KLEMETSEN et al., 2003, 2010). Die Hauptnahrung juveniler Fische stellen
kleine Crustaceen und Insekten dar (CAVALLI UND CHAPPAZ, 1996; KLEMETSEN et al.,
2003, 2010). Die Seesaiblinge der verschiedenen Lokalititen konnen eine extrem grof3e
Variabilitét in phdnotypischen Merkmalen aufweisen, z.B. in Fiarbung, in Grée oder Alter
zur Geschlechtsreife, in Wachstum und in ihrer Lebensweise (JOHNSON, 1980;
V@LLESTAD UND LABEE-LUND, 1994; KLEMETSEN et al., 2003, 2010). Die verschiedenen
Okotypen oder Formen gehen in vielen Fillen auf einen genetisch kaum fixierten Poly-
morphismus zuriick, in einigen Fillen handelt es sich aber auch genetisch deutlich unter-
schiedliche Formen, die sich nicht mehr untereinander kreuzen (JONSSON UND JONSSON,
2001, KLEMETSEN et al., 2003, 2010). Auch innerhalb eines Gewéssers konnen unter-
schiedliche Typen von Seesaiblingen vorkommen. Dort nutzen diese separaten okologi-
schen Nischen und zeigen dementsprechend differenzierte Lebensweisen. Ein Beispiel da-
fiir ist das Vorkommen von vier Formen in einem einzigen See, die auf einer genetischen
Basis differenziert sind, ist der Bestand im isldndischen Thingvalla (MAGNUSSON UND
FERGUSON, 1987; SANDLUND et al., 1992). Dort treten neben einer groBwiichsigen pelagi-
schen Form, die sich piscivor ernéhrt, eine planktivore Normalform im Freiwasser sowie
zwei benthivore Formen mit unterschiedlichen Endgroen auf. Eine Aufspaltung in ver-
schiedene Formen ist auch in einigen Gewissern des Alpenraums zu beobachten, aller-
dings scheinen diese Formen nicht genetisch differenziert zu sein, sondern entwickeln sich
jeweils neu. Dort tragen diese drei Freiwasser-Formen die Namen Wildfangsaibling
(groBwiichsig), Normalsaibling (mittlere Groe) und Schwarzreuter oder Schwarzreiter
(kleinwiichsig) (KOTTELAT UND FREYHOF, 2007). Zudem wurden aus dem Bodensee und
aus dem Ammersee sogenannte Tiefseesaiblinge mit stark unterstindigem Maul und
benthischer Lebensweise beschrieben. Uber die korrekte Artbezeichnung der verschiede-
nen alpinen Seesaiblingspopulationen herrschte lange Zeit Unklarheit. Zurzeit werden die
Tiefseesaiblinge aus dem Bodensee und Ammersee jeweils als eigene Arten gefiihrt, die
innerhalb des ,,Arctic Charr complex* der alpinen Art Salvelinus umbla zuzuordnen sind
(Salvelinus profundus und Salvelinus evasus) (BEHNKE, 1984; FREYHOF UND KOTTELAT,
2007). Zur Laichzeit erscheinen manche Formen fast farblos (z.B. im Ammersee), dage-
gen weisen die meisten anderen eine stark bunte Firbung mit karminroten Flanken und
weilgerdnderten Flossen auf (KLEMETSEN et al., 2003, 2010; KOTTELAT UND FREYHOF,
2007; JOHNSON, 1980). Die Laichzeit des Seesaiblings erstreckt sich iiber die Monate Sep-
tember bis Dezember, wobei auch einige Populationen zu spéteren Zeitpunkten laichen
konnen. Von den Tiefensaiblingen des Ammersees werden das ganze Jahr iiber laichreife
Tiere gefangen (FREYHOF UND KOTTELAT, 2005). Bei Wassertemperaturen von etwa 4 °C
werden im Kies des Gewissergrundes flache Laichgruben ausgewedelt, in die die Seesaib-
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linge hinein laichen. In Abhéngigkeit von der Wassertemperatur schliipfen die Larven
nach 65 bis 100 Tagen.

Abb. 1: Seesaiblinge Salvelinus cf. umbla aus deutschen Voralpenseen (Hintersee oben;
Konigssee mitte und unten) (Fotos: A. Hartl)

2.2 Verbreitungsgebiet

Die Seesaiblinge aus dem Seesaiblings-Formenkreises wurden erstmals von LINNAEUS
(1758) als Salmo alpinus und Salmo umbla beschrieben. Seesaiblinge haben das grofite
Verbreitungsgebiet aller Lachsartigen. und sind die am nordlichsten vorkommenden Siif3-
wasserfische der Erde (JOHNSON, 1980; KLEMETSEN, 2010). Die Heimatgewésser in Kiis-
tennidhe erstrecken sich von Nordamerika iiber Gronland, Island, GroBbritannien, den Fi-
roer Inseln und Skandinavien bis nach Sibirien. In der Regel kommen Seesaiblinge nicht
weiter als ungefihr 100 km von der Kiiste landeinwirts entfernt vor. Ausnahmen bilden
einige sibirische Seen um und weit jenseits des Baikalsees, die — wie viele andere Seenpo-
pulationen auch — von nicht wandernden (stationdren) Formen besiedelt wurden. Zudem
kommen sie in Zentraleuropa weit entfernt vom Meer in den Seen der Alpen und Pyrenéden
vor. Dorthin gelangten sie den schmelzenden Gletschern folgend iiber die drei Flusssys-
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teme Rhein, Rhone und Donau (BRUNNER et al., 1998) und bilden postglaziale Reliktvor-
kommen. Sie leben dort in den tiefen Voralpenseen, aber auch in hochalpinen Seen in
Hohen von 2000 m iiber dem Meeresspiegel vor. Die Bestinde der hochgelegenen Seen
gehen jedoch sicher auf BesatzmaBnahmen zuriick, die teilweise bereits im Mittelalter
durchgefiihrt wurden (PECHLANER, 1984). Im Genfersee befindet sich die siidlichste, na-
tiirlich verbreitete Seesaiblings-Population (RUBIN, 1993). Uber 65° Nord in Europa und
49° Nord in Nordamerika gibt es anadrome Populationen, die im Spdtsommer und Herbst
wieder ins SiiBwasser ziehen (JOHNSTON, 2002). In den siidlich liegenden Breitengraden
gibt es ausschlieBlich stationdre oder vom Meer isolierte Bestinde (KLEMETSEN et al.,
2003). Weltweit schitzt MAITLAND (1995) etwa 50.000 Populationen. Seesaiblinge wur-
den auch auBlerhalb ihres natiirlichen Verbreitungsgebietes besetzt, z.B. siidlich des Al-
penhauptkammes im Luganer See und Comer See, sowie im Lago Maggiore. Im letzten
Jahrhundert gelangten Seesaiblinge auch Zypern oder Serbien Montenegro (WELCOMME,
1988), wo sie sich erfolgreich in den Gewissern etablierten. Nach BARTLEY (2006) wur-
den Seesaiblinge sogar bis zu den vor der Antarktis liegenden Kerguelen transportiert und
dort mit Erfolg in Gewisser eingesetzt. Dagegen verliefen Besatzbemiihungen in Déne-
mark (HOLCIK, 1991) oder Marokko im Jahre 1948 (WELCOMME, 1988) nicht erfolgreich.

In Deutschland sind natiirliche Populationen sicher aus dem Hintersee (Berchtesgaden),
dem Konigssee (mit dem verbundenen Obersee), dem Tegernsee, Schliersee, Starnberger
See, Ammersee und Bodensee bekannt. Die Population aus dem Walchensee wurde nach
SCHRANK (1793) im Jahre 1503 durch Besatz mit Tieren aus dem Tegernsee gegriindet,
wobel nicht gesichert ist, ob es im Walchensee bereits davor Seesaiblinge gegeben hat. Si-
cher in historischer Zeit besetzte Hochalpenseen sind der Vilsalpsee, der Griinsee und dem
Soiernsee (KUSSMAUL, 1986). Der Bestand aus dem Saiblingssee siidlich von
Hohenschwangau, den SCHRANK (1786) erwihnt, scheint zwischenzeitlich ebenso erlo-
schen zu sein (SCHLIEWEN, unverdffentlicht), wie der von QUINDT (1980) im Funtensee
erwihnte. Im vergangenen Jahrhundert sind Seesaiblinge verschiedenster Herkiinfte in
Talsperren, weitere Hochgebirgsseen, aber auch im urspriinglich seesaiblingsfreien
Chiemsee und Kochelsee eingesetzt worden. Durch die Eutrophierung vieler Voralpen-
seen in der zweiten Hilfte des letzten Jahrhunderts waren die Bestdnde im Starnberger See
und im Schliersee erloschen (KUSSMAUL, 1986). Bestrebungen, die Wachstumsleistung
der autochthonen Bestidnde zu steigern fiihrten seit etwa 1890 zu Besatzmassnahmen. Da-
riiber hinaus kam es aufgrund zuriickgehender Bestandszahlen in den 1970er Jahren ver-
mehrt zu BesatzmaBnahmen, die z.B. zum erfolgreichen Wiederaufbau einer stabilen Po-
pulation im Starnbergersee gefiihrt hat. Als Quellen fiir Besatzmafnahmen in bayerischen
Seen werden in der Literatur unter anderem schwedische, Osterreichische (Fuschlsee und
Grundlsee) und kroatische Herkiinfte genannt (SCHILLINGER, 1896; KUSSMAUL, 1986;
KLEIN, 1988).

2.3 Aquakultur

In den siebziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts erkannten Fischziichter das Potenti-
al des Seesaiblings fiir die Aquakultur (JOBLING et al., 1993a; BOHL, 1999). In nordeuropi-
ischen Lindern und Kanada wurde schon friih damit begonnen, aus
Seesaiblingspopulationen (Salvelinus alpinus) geeignete Zuchtstimme aufzubauen. Einer-
seits sollten damit die bedrohten Wildbestinde aufgestockt werden, andererseits wurden
Seesaiblinge fiir den Speisefischmarkt produziert (JOHNSTON, 2002; JOBLING et al.,
1993a). So steigerte Island als wichtigstes Erzeugerland seine jdhrliche Produktionsmenge
im Jahr 2008 auf 3340 t (FEAP, 2008). Weitere Produzenten sind Kanada, Schweden und
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Norwegen. Als Nebenfisch der Forellenteichwirtschaft ist der Saibling auch in der deut-
schen Aquakultur vertreten. Laut Jahresbericht der deutschen Binnenfischerei wurden im
Jahr 2008 730 t Saiblinge in Deutschland produziert (BRAMICK, 2009). Insbesondere auf-
grund einer hohen Robustheit gegeniiber den Forellenkrankheiten und einer ansteigenden
Nachfrage des Marktes wichst die Produktion stetig an. Dennoch bezieht sich die wach-
sende wirtschaftliche Bedeutung in Deutschland hauptsidchlich auf den nordamerikani-
schen Bachsaibling (Salvelinus fontinalis) oder auf den Elsédsser Saibling, eine Kreuzung
aus Bach- und Seesaibling. Obwohl vor allem in den Alpen- und Voralpenregionen die
Produktion von Seesaiblingen lukrativ sein kann, verfiigen nur wenige Betriebe iiber eige-
ne Laichfischbestinde (REITER, 2006). So beschiftigten sich im Jahre 2006 in Bayern sie-
ben Betriebe mit der Vermehrung und Zucht von Seesaiblingen (SCHMIDT UND
WEDEKIND, 2007). In der Regel gehen diese Bestinde auf nordeuropiische oder kanadi-
sche Herkiinfte zuriick. Nachteilig an diesen nicht heimischen Herkiinften ist die notwen-
dige kiinstliche Anpassung des Bestandes an die in Mitteleuropa vorherrschenden saisonal
variierenden Umweltbedingungen (MAYER, 2001). Das Aquakulturpotential der in den
Alpen beheimateten Seesaiblinge (Salvelinus cf. umbla) ist dagegen nur wenig erforscht,
und es existieren kaum kommerziell genutzte Zuchtstimme daraus.

Seesaiblinge konnen bei hohen Bestandsdichten gehalten werden, zu niedrige Besatzdich-
ten konnen die Wachstumsleistung verringern (WALLACE et al., 1988a; JOBLING et al.,
1993a; JORGENSEN et al., 1993; Jobling et al., 1998). Sie gelten als robust und konnen die
modernen Trockenmischfuttermittel effektiv verwerten (JOBLING et al., 1993a). Anderer-
seits reagieren Seesaiblinge empfindlich auf organische Belastungen des Wassers, was die
Anzahl an potentiellen Standorten in Deutschland reduziert. Wihrend der Erbriitung sind
Temperaturen von 4 - 6° C einzuhalten, um eine gute Eientwicklung und hohe Uberle-
bensraten zu garantieren. Bei Temperaturen iiber 10° C steigt die Mortalitdt an (STEINER,
1984; JUNGWIRTH UND WINKLER, 1984). Wihrend der Aufzucht werden die besten Leis-
tungen bei Temperaturen von 12 bis 15 °C erzielt (JOBLING et al., 1993a). Temperaturen
dariiber fithren vermehrt zu Ausfillen durch Bakteriosen und Pilzerkrankungen (GLEBE
UND TURNER, 1993). Ein Vorteil gegeniiber den anderen Forellenartigen ist die Fihigkeit
des Seesaiblings noch bei sehr geringen Wassertemperaturen Nahrung aufnehmen und gut
verwerten zu konnen (BRANNAS UND LINNER, 2000). Als Aufzuchteinrichtungen werden
in Nordeuropa in der Regel Netzgehege oder Kaltwasser-Kreislaufanlagen genutzt. In Mit-
teleuropa dagegen werden Seesaiblinge als Nebenfisch der Forellenteichwirtschaft haupt-
sdchlich in Teich- oder Rinnenanlagen aufgezogen. Die Néhrstoffanspriiche des Seesaib-
lings entsprechen weitgehend den Anspriichen anderer Salmoniden (JOBLING et al.,
1993a). JOHNSTON ermittelte 2002 geeignete Futtermittelzusammensetzungen fiir die ver-
schiedenen Wachstumsstadien. Fiir die Anfiitterung und Aufzucht empfiehlt er Futtermit-
tel mit 60 % bzw. 54 % Rohprotein und jeweils 20 % Rohfett. Bei der anschlielenden
Mast konnen Futtermittel mit 40 bis 50 % Rohprotein und einem Rohfettanteil von 15 bis
30 % gefiittert werden (TABACHEK, 1986). Das Fiitterungsregime sollte den spezifischen
Anspriichen des Seesaiblings Rechnung getragen werden. Untersuchungen zeigen, dass
die Fressaktivitit im jahreszeitlichen Verlauf von exogenen und endogenen Einfliissen ab-
hingt. Die beste Futteraufnahme findet wihrend der Morgenstunden statt. Im jahreszeitli-
chen Verlauf unterliegen die Fische einem endogenen Rhythmus. Wihrend in den Friih-
lings- und Sommermonaten die Fressaktivitiit ansteigt, sinkt sie in den Herbst- und Win-
termonaten ab (SAETHER et al., 1996).

Herkunftsvergleiche sind eine in der Fischereiforschung hiufig verwendete Methode zur
Untersuchung der Eignung neuer Fischarten oder —populationen fiir die Aquakultur (z.B.
BIESTER, 1986; MORKRAMER, 1983; MORKRAMER et al., 1985; WEDEKIND, 1991, 1993).
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Dabei liegt zumeist die Frage nach dem Verhalten und der Leistungsfihigkeit der Fische
unter den intensiven Haltungsbedingungen der Aquakultur zu Grunde, die sich wesentlich
von den Verhiltnissen im natiirlichen Lebensraum der Fische unterscheiden: Die che-
misch-physikalischen Wasserqualitit unterliegt in der Fischhaltung kaum jahreszeitlichen
Schwankungen, sondern wird im optimalen Bereich eingestellt. Auch hinsichtlich der
Individuendichte liegen in der Aquakultur vollig andere Verhiltnisse vor, woraus sich ein
grundsétzlicher Unterschied zwischen natiirlichen Populationen und den Verhéltnissen in
der Aquakultur ergibt (DUNHAM et al., 2001, BILI1O, 2002). Bei der Aufzucht von Seesaib-
lingen, die direkt aus Wildpopulationen entnommen wurden, fehlen jegliche Erfahrungen
zur  Besatzdichte, Fiitterung und zur Leitungsfihigkeit unter intensiven
Aufzuchtbedingungen. Die vorliegende Untersuchung soll in diesem Zusammenhang zu
einer Verbesserung des Wissens beitragen

24 Genetik

Natiirliche deutsche Seesaiblings-Populationen differenzierten sich nach der letzten Eiszeit
iber einer Periode von etwa 10.000 Jahren. Dieser evolutionédre Differenzierungsprozess
hat auf genomischer Ebene Signaturen hinterlassen, die mit Hilfe moderner molekularge-
netischer Methoden abgebildet und analysiert werden kénnen. In diesem Zusammenhang
ist die postglazial entstandene Diversitit der unterschiedlichen Herkiinfte und Okotypen
von Seesaiblingen besonders interessant fiir die Aquakultur, denn viele der entstandenen
Eigenschaften  betreffen auch  Merkmale mit Aquakulturrelevanz.  Sowohl
Aufzuchtversuche, als auch molekulargenetische Untersuchungen haben gezeigt, dass es
fiir den Grad der Differenzierung von Seesaiblingsformen eine genetische und damit auch
selektierbare Grundlage gibt. Diese genetische Grundlage kann wie im isldndischen
Thingvallavatn genetisch fixiert sein oder ontogenetisch innerhalb einer Generation auf
der Basis jeweils neu exprimiert werden. Besonders im letzteren Fall spielen auch Um-
weltfaktoren fiir die individuelle Differenzierung eine grofle Rolle (KLEMETSEN et al.,
2010; JANHUNEN et al., 2009, 2010).

Die sich z. Zt. rasant entwickelnden genomischen Charakterisierungsmethoden haben
auch fiir die genomische Kartierung einzelner Aquakultur-relevanter Faktoren beim See-
saibling Fortschritte gebracht. So wurde eine relativ grobe Karte des Genoms erstellt
(WORAM et al., 2004) und es konnten genomische Regionen (QTLs) identifiziert werden,
deren Variabilitdt mit der des Konditionsfaktores korrelieren (REID et al., 2005). Aller-
dings befindet sich die Genomik-Forschung an Seesaiblingen im Vergleich zu anderen
Aquakultur-Arten, z.B. dem Atlantischen Laches (Salmo salar) oder Tilapia (Oreochromis
niloticus) noch in einem rudimentidren Stadium. Als weniger wichtige Art in der globalen
Aquakultur liegen daher noch keine umfassenden genomischen Ressourcen, z.B. annotier-
te Komplettgenome vor.

Die Grundlage fiir jegliche Evaluierung einzelner natiirlich evolvierter Saiblingsstimme
und Formen ist die Identifizierung genetisch differenzierter Einheiten. Diese kann auch
ohne umfangreiche genomische Ressourcen an Nicht-Modellorganismen realisiert werden,
in dem Populationen mit einigen bis vielen genetischen Markersystemen miteinander ver-
glichen und auf Thre eigenstindige Identitit hin untersucht werden. In den europdischen
Kulturlandschaften kommt hierbei dem Vergleich zwischen natiirlicherweise vorhandenen
und in der Kulturlandschaft verdnderten Populationen besondere Bedeutung zu. Historisch
gesammelte Schuppenproben liefern fiir SiiBwasserfisch-Populationen historisch
einordenbare DNA-Belege, die im Vergleich mit rezenten Populationen analysiert werden
konnen (HANSEN et al. 2006, NIELSEN et al. 2008). Ebenso konnen allein aus dem Diffe-
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renzierungsgrad rezenter Populationen Riickschliisse iiber den Grad ihrer Verdnderung
iber die Zeit anhand populationsgenetischer Parameter gezogen werden (GUM et al.
2006; KOSKINEN et al., 2002; TURGEON UND BERNATCHEZ, 2001; DUCHESNE UND
TURGEON, 2009).

Genetische Marker, die zur Analyse der Populationsstruktur von Nicht-Modellorganismen
ohne umfangreichen Genom-Datenbanken verwendet werden, sind heute vor allem so ge-
nannte Mikrosatelliten und AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphims). Beide
Markersysteme haben Vor- und Nachtteile, zeichnen sich aber dadurch aus, dass viele ver-
schiedene Einzelgenorte auf dem Kerngenom simultan analysiert werden konnen. Der
Vorteil dieser Marker hat dazu gefiihrt, dass die frither haufig verwendeten Isoenzym-
Marker, aber auch die alleinigen Verwendung nur eines einzelnen genetischen DNA-
Sequenzmarkers, z.B. die Sequenzierung einzelner mitochondrialer Sequenzabschnitte, fiir
populationsgenetische Fragestellung kaum mehr Anwendung findet.

Mikrosatelliten sind einzelne hochvariable Genorte, die sich durch eine sehr einfache Tan-
demstruktur auszeichnen. Pro Genort sind zwei Allele bei diploiden Organismen zu erwar-
ten, fiir den sie entweder homo- oder heterozygot sein kénnen (TAUTZ 1989). Mikrosatelli-
ten-Genorte miissen fiir jede Organismengruppe separat etabliert werden, konnen also
nicht ad hoc angewendet werden, ohne Vorinformationen aus dem Genom zu haben. Sie
werden mit Hilfe der PCR-Methode aus dem Genom heraus amplifiziert und sind auch fiir
historische Proben anwendbar, weil die amplifizierten Genorte relativ kurz sind und des-
halb auch fiir die stark degradierte DNA historischer Proben weitgehend anwendbar sind.
Die Analyse der DNA von historischen Schuppenproben mit Mikrosatellitenmarkern er-
fordert jedoch besondere Sorgfalt sowohl bei der DNA-Extraktion (Kontaminationsgefahr
durch moderne DNA) als auch bei der Genotypisierung, denn bei der Genotypisierung von
DNA-Extrakten mit schlechter DNA-Qualitdt treten eher auf als bei hochmolekularen
Proben (TABERLET et al., 1999; POMPANON et al., 2007).

Trotz der hohen Variabilitit einzelner Mikrosatelliten bleibt die Zahl analysierbarer
Genorte im genomischen Kontext vergleichsweise klein, weil nur relativ wenige bei
Nicht-Modellorganismen etabliert sind. Auch fiir Seesaiblinge wurden schon di-allelische
Mikrosatellitenmarker etabliert, die in einigen Studien an alpinen Seesaiblingen Anwen-
dung fanden (s.u.). Beim der populationsgenetischen Analyse von Seesaiblingen ist die
Verwendung di-allelischer Marker besonders kritisch, weil ein Teil des Salmoniden-
Genoms nicht diploid, sondern tetraploid ist (ALLENDORF UND THOORGAARD, 1984;
WORAM et al., 2004), und die gemischte Analyse von diploiden und tetraploiden Loci mit
klassischen populationsgenetischen Methoden Schwierigkeiten bereitet.

AFLPs sind einzelne Genorte, die ohne Vorinformationen iiber das Genom an jedem Or-
ganismus typisierbar sind (VoS et al. 1995). Mit relativ geringem Aufwand kénnen hun-
derte bis tausende weit iiber das Genom verstreute Genorte analysiert werden, wodurch
ein sehr reprédsentatives und deutlich differenzierteres Bild der populationsgenomischen
Zusammensetzung und Unterscheidung von Populationen entsteht. Im Gegensatz zu
Mikrosatellten sind die einzelnen Genorte nicht hochvariabel, sondern es gibt nur zwei
allelische Zustinde: Genort bestimmer Fragmentgrof3e amplifiziert oder nicht amplifiziert.
AFLP-Daten lassen sich deshalb nicht mit klassischen populationsgenetischen Methoden
analysieren, weil zwischen Heterozygotie und Homozygotie nicht unterschieden werden
kann. Direkte Vergleiche mit Mikrosatelliten-Analysen haben aber gezeigt, dass das Auf-
losungspotential schon von wenigen hundert AFLP-Loci deutlich iiber dem von relativ
wenigen Mikrosatelliten liegt (CAMPBELL et al. 2003; MEUDT UND CLARKE 2007). Wegen
ihrer Auflosungskraft werden AFLPs heute besonders fiir die Analyse evolutionér junger
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Modellsysteme, deren Populationsstruktur allein mit Mikrosatellitenmarkern nicht diffe-
renziert genug zu analysieren war, verwendet (z.B. ALBERTSON et al. 1999; GEIGER et al.
2010). Besonders attraktiv ist der quantitative Aspekt der durch AFLPS moglichen fein
auflosenden genomischen Differenzierung nahe verwandter Populationen. Mit Hilfe von
so genannten AFLP-Genomscans ist es moglich, den numerischen Anteil genomisch diffe-
renzierter Marker zu quantifizieren, der die Unterschiedlichkeit nahe verwandter Populati-
onen ausmacht (LUIKART et al., 2003). Dieser Ansatz erlaubt erste Einblicke in die Kom-
plexitidt der Merkmalsentwicklung auch aquakulturrelevanter genomischer Unterschiede.
Ein gewichtiger Nachteil der AFLP-Methode liegt jedoch darin, dass sie nur fiir hochmo-
lekulare, nicht degradierte DNA-Proben angewandt werden kann. Sie ist also nicht auf
historische Schuppenproben-Extrakte anwendbar.

Deutsche Seesaiblingspopulationen wurden genetisch bisher wenig analysiert. HECHT et
al. (1992) untersuchten mit der aus heutiger Sicht wenig trennscharfen Isoenzym-Methode
257 Seesaiblinge des Konigssees, 229 des mit dem Konigssee in Verbindung stehenden
Obersees, sowie 81 Indiviuden des hochalpinen Griinsees, der seit dem Mittelalter mit
Seesaiblingen aus dem Konigssee besetzt worden war. Insgesamt waren nur 4 der unter-
suchten 18 Isoenzym-Genorte polymorph, wobei sich kleine aber signifikante Unterschie-
de zwischen Seenpopulationen, nicht aber zwischen den Okotypen Wildfangsaibling,
Schwarzreuter und Normalsaibling beschreiben lieen.

BRUNNER et al. (1998) untersuchte 15 alpine Seesaiblingspopulationen aus drei Einzugs-
gebieten (Rhone, Rhein und Donau), darunter auch fiinf deutsche Populationen: Drei Bo-
densee-Populationen (nicht niher bezeichnter Herkunft), die Ammersee- und die Konigs-
see-Population. Er charakterisierte einen Teil des nur miitterlicherseits vererbten
mitochondrialen Genoms mit Hilfe der inzwischen iiberholten RFLP-Methode und typi-
sierte zusitzlich alle 440 Seesaiblingsindividuen fiir 7 hochpolymorphe Mikrosatelliten-
Genorte. Auf mitochondrialer Ebene erwiesen sich 439 Individuen als einheitlich, alle Tie-
re bis auf eines wiesen einen mitochondrialen Haplotypen auf, der nach BRUNNER et al.
(2001) auch in Skandinavien und Gronland vorkommt. Auf Mikrosatelliten-Ebene dage-
gen war der Datensatz informativ. Wahrscheinlich unbeeinflusste Populationen dhnelten
sich in Abhingigkeit vom jeweiligen Einzugsgebiet. Die beiden deutschen Populationen
aus dem Donau-Einzugsgebiet (Ammersee, Konigssee) gruppierten in einer Ahnlichkeits-
analyse miteinander und waren auch der einzigen Osterreichischen Donau-
Einzugsgebietspopulation (Grundlsee) dhnlich. Die drei nicht ndher definierten Bodensee-
Populationen waren sich zueinander am #hnlichsten, wiesen aber dennoch signifikante
Unterschiede zueinander auf. Populationen mit historisch belegtem Besatzeinfluss grup-
pierten hingegen nicht im autochthonen Einzugsgebiet.

ENGLBRECHT et al. (2002) lieferten die bisher umfangreichste Arbeit zur Populationsstruk-
tur ostalpiner Seesaiblingspopulationen, hatten aber ebenfalls keinen Zugang zu histori-
schen Schuppenproben. Neben einer Population aus dem Bodensee wurden Tiere des Ko-
nigssee-Systems (Konigsee, Obersee, Griinsee), und des Ammer- und des Starnbergersees
untersucht. Dazu kamen Osterreichische Populationen aus dem Donau-Einzugsgebeit:
Plan- und Heiterwangersee, dem Grundl- und Fuschlsee. Es wurden insgesamt 302-308
Individuen sowohl fiir einen Teilabschnitt des mitochondrialen D-Loops als auch fiir 6
Mikrosatelliten-Genorte analysiert. Die Stichprobengrofle lag zwischen 20 und 84 Indivi-
duen pro Population, bis auf den Obersee (7 Individuen) dem Heiterwangersee (8 Indivi-
duen). Anders als bei BRUNNER et al. (1998) konnten auf mitochondrialer Ebene signifi-
kante Unterschiede zwischen Populationen festgestellt werden, weil ein anderer Abschnitt
der D-Loop analysiert wurde. Insgesamt wurden 17 verschiedene Haplotypen identifiziert,
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wobei als einzige Population die des Ammersees ausschlieflich vier nur in diesem See
vorkommende (,,private”) Haplotypen trug. Auch das Konigssee-System (Konigs-
see/Obersee) war durch eine grole Anzahl nur dort vorkommender Haplotypen gekenn-
zeichnet, teilte allerdings den héufigsten Haplotypen mit vielen anderen Seen, darunter
auch mit dem vom Konigsee aus besetzten Griinsee. Alle anderen Populationen wiesen
Haplotypen auf, die sie mit anderen Seen teilten, unterschieden sich aber dennoch signifi-
kant in der Haplotypen-Zusammensetzung voneinander, sofern die Stichprobengréfte aus-
reichend war. Auch auf Mikrosatelliten-Ebene war das Ergebnis differenziert. Fast alle
Bestinde unterschieden sich signifikant voneinander. Die jeweils meisten Tiere wurden in
so genannten Selbstzuordnungstests jeweils ihrer eigenen Population zugeordnet, was auf
eine hohe eigene Populationsidentitit schlieBen lasst. Erwartungsgemill war der erst neu
aufgebaute Bestand aus dem Starnberger See im Gegensatz zu allen anderen untersuchten
ostalpinen Seen nicht den geographisch am néchsten liegenden Populationen am dhnlichs-
ten, sondern gruppierte mit den beiden Osterreichischen Seen; diese Tendenz hatte sich
auch schon auf der Basis der mitochondrialen Daten angedeutet.

Bis dato konnten also weder Aquakultur-relevante Eigenschaften natiirlicher deutscher
Seesaiblings-Populationen untersucht wurden, noch ist die natiirlich gewachsene Populati-
onsstruktur in der Gesamtschau ausreichend analysiert worden. Die bisherigen Teilergeb-
nisse zeigen jedoch auf, dass zwischen den bisher untersuchten deutschen Populationen
signifikante Unterschiede sowohl in aquakulturrelevanten Merkmalsausprigungen als
auch auf genomischer Ebene bestehen. Historische Veridnderungen einzelner Populationen
sind durchaus wahrscheinlich, konnten aber wegen fehlender historischer DNA-Belege,
unvollstindigem Populations-Sampling und fehlender Auflosungskraft der damals ver-
wendeten Methoden nicht verifiziert werden. Eine modellhafte Verkniipfung von geneti-
scher Populationscharakterisierung und differenzierter Analyse der Aquakulturrelevanz im
Freiland vorkommender Seesaiblingspopulationen fehlte bisher.
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3 Berichtsteil I: Untersuchungen zur Aquakultur

Gregor Schmidt und Dr. Helmut Wedekind, Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft,
Institut fiir Fischerei (IFI)

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Projektskizze

10 Populationen

4 N

Voralpine Seen: Hochalpine Bergseen:
7 Populationen 3 Populationen
Fang, Vermehrung, Anfiitterung, Aufzucht, Fang, Probenahme.
Probenahme.
¢ Genetische Charakterisierung, ¢ Genetische Charakterisierung,
¢ Vergleich rezent/historisch, ¢ Vergleich mit voralpinen Her-
¢ Vergleich mit hochalpinen Her- kiinften.
kiinften.

L4

Herkunftsvergleich:

5 Populationen

Aufzucht unter kontrollierten
Haltungsbedingungen

Ermittlung und Vergleich der Leistungs-
eigenschaften

Abb. 2: Projektschema.
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3.1.2 Projektdurchfiihrung

Zu Projektbeginn wurden Seesaiblinge aus folgenden 10 Gewissern mit Stellnetzen ge-
fangen:

Starnberger See, Walchensee, Ammersee, Bodensee, Konigssee, Tegernsee, Hintersee,
Soiernsee, Seealpsee, Griinsee.

Von jedem untersuchten Bestand wurden von 30 Fischen Gewebeproben gesammelt
(Flossenschnitte), die anschlieBend vom Unterauftragnehmer genetisch charakterisiert
wurden. Daneben wurde DNA aus Schuppenproben von historischen Fangen von Seesaib-
lingen aus den Probegewissern extrahiert und sequenziert. Die laichreifen Seesaiblinge
aus sieben voralpinen Gewissern (Starnberger See, Walchensee, Ammersee, Bodensee,
Hintersee, Tegernsee, Konigssee) wurden abgestreift. Die befruchteten Eier wurden in die
Brutanlage des Instituts fiir Fischerei verbracht und getrennt erbriitet. Nach dem Schlupf
und der Dottersackphase wurden die Herkiinfte separat angefiittert. Fiinf dieser
Seesaiblingspopulationen wurden anschlieBend zu einem Herkunftsvergleich herangezo-
gen. Uberpriift wurden die Leistungseigenschaften der Bestinde unter Aquakulturbedin-
gungen (Uberlebensrate, Wachstum, Kondition und Fischgesundheit). Die genetischen
Analysen umfassten vergleichende Untersuchungen sowohl zwischen den rezenten Popu-
lationen, als auch mit den historischen Populationen in den Seen. Zum Abschluss des Pro-
jektes wurden die erhobenen Daten statistisch ausgewertet. Die Ergebnisse wurden in ei-
nem Bericht zusammengefasst und der Bundesanstalt fiir Landwirtschaft und Erndhrung
ibergeben.

Tab. 1: Zeitliche Abfolge der durchgefiihrten Projektschritte

Zeitraum Tatigkeit Institution

10/2008 — 06/2010 | Genetische Untersuchungen an historischen und rezenten | Unterauftrag-

Populationen nehmer

10/2008 — 12/2008 |Beschaffung von Probematerial aus 7 Populationen | IFI

(voralpine Seen)

11/2008 — 12/2008 | Gewinnung von Eiern/Brut von 7 Populationen IFI

07/2009 — 08/2009 |Beschaffung von Probematerial aus 3 Populationen | IFI

(hochalpine Bergseen)

01/2009 — 04/2010 | Anfiitterung, Untersuchung der Leistungseigenschaften von | IFI

5 ausgewihlten Populationen (Herkunftsvergleich)

04/2010 — 07/2010 | Statistische Auswertung, Berichtsabfassung, Veroffent- | IFI, ZSM

lichung  der  Ergebnisse (wiss. Publikationen,
Fachveranstaltungen)

3.1.3 Auswahl der Gewiisser

Fiir die Untersuchungen wurden Gewdsser ausgewihlt, die iiber einen reproduzierenden
Bestand an Seesaiblingen verfiigen und eine nachvollziehbare Besatzhistorie aufweisen.
Dariiber hinaus war die Verfiigbarkeit an historischen Gewebeproben von Seesaiblingen
aus den jeweiligen Seen ein entscheidendes Auswahlkriterium. Fiir den Vergleich unter
Aquakulturbedingungen wurden sechs Herkiinfte ausgesucht: Starnberger See, Ammersee,
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Bodensee, Walchensee, Tegernsee, Konigssee und Schliersee. Letzterer konnte allerdings
im Rahmen dieser Untersuchungen nicht beprobt werden, da der See zur Laichzeit der
Seesaiblinge im Jahr 2008 bereits zugefroren war. Anstelle des Schliersees wurde daher
der Hintersee mit in das Projekt aufgenommen. Fiir die Beprobung der hochalpinen Berg-
seen wurde der Griinsee (Nationalpark Berchtesgaden), der Soiernsee (Wettersteingebirge)
und der Seealpsee (Allgduer Alpen) ausgewihlt. Nach eingehender Recherche und nach
Riicksprache mit Fischereiberechtigten und Wissenschaftlern wurde die Erkenntnis ge-
wonnen, dass aufgrund der speziellen Anforderungen eines jeden Gewissers an den Fang
von Laichfischen das Projekt nur unter Einbeziehung der orts- bzw. seekundigen Fischer,
Fischereigenossenschaften oder Angelvereine erfolgreich durchgefiihrt werden kann. Die-
se sind aufgrund ihrer langjdhrigen Tétigkeit am Gewdsser in der Lage, Laichplidtze und
Fangzeiten zu benennen. Aus diesem Grund wurden Vor-Ort Gespriche mit den Fische-
reiberechtigten durchgefiihrt und ein gemeinsames Vorgehen beschlossen.

0 1 20 40 60

Abb. 3: Ausgewihlte Gewisser (voralpine Seen = rot; alpine Bergseen = schwarz).

Tab. 2: Vor-Ort Termine mit den Fischereiberechtigen.

Gewisser Vor-Ort Termin
Konigssee 16.10.2008
Starnberger See 28.10.2008
Ammersee 21.10.2008
Hintersee 28.10.2008
Walchensee 17.10.2008
Tegernsee 23.10.2008
Bodensee 27.10.2008
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3.14 Befischungstermine

Die Befischungen fanden in der Laichsaison der Seesaiblinge, in den Monaten Oktober,
November und Dezember statt. Die Netze wurden am Abend vor den Befischungen an den
Laichplitzen der Seesaiblinge ausgelegt. Dabei konnte in den meisten Fallen auf Ausriis-
tung (Netze, Boote) der Fischereiberechtigten zuriickgegriffen werden. Am nichsten Mor-
gen wurden die Netze gehoben. Die laichreifen Seesaiblinge wurden an Land gebracht und
dort abgestreift. Da die Anzahl der laichreifen Seesaiblinge und auch die Eimenge stark
variierte, waren zumeist mehrere Befischungstermine erforderlich. Die Befischungen der
hochalpinen Seen (Soiernsee, Seealpsee, Griinsee) wurden in den Sommermonaten 2009
durchgefiihrt. Letztgenannte Seen wurden jeweils nur einmal befischt.

Tab. 3: Befischungstermine.

Gewiisser Befischungstermine
Konigssee 29.10.2008; 31.10.2008
Starnberger See 10.11.2008; 14.11. 2008
Ammersee 04.11.2008; 26.11.2008
Hintersee 30.12.2008
Walchensee 06.11.2008; 11.11.2008; 28.11.2008
Tegernsee 12.11.2008; 27.11.2008
Bodensee 10.12.2008
Soiernsee 21./22.07.2009
Griinsee 10./11.08.2009
Seealpsee 31.08.2009

3.1.5  Befischung und Eigewinnung

Die Befischungen erfolgten im Fall der voralpinen Seen mit Unterstiitzung der Fischerei-
berechtigten. Die Netze wurden am Abend zuvor an den Laichplitzen der Seesaiblinge in
einer Wassertiefe von 3 bis 80 m ausgelegt. Die Netze wurden am nédchsten Morgen geho-
ben. Nicht von allen adulten Tieren konnten die Geschlechtsprodukte gewonnen werden,
da einzelne Tiere die Laichreife noch nicht erreicht hatten. Die Rogener wurden {iber ei-
nem Sieb abgestreift und die Eier gesammelt. AnschlieBend wurde das Sperma der Milch-
ner hinzugegeben (Trockene Methode). Nach zwei Minuten wurde Seewasser hinzugefiigt
und die Quellung der Eier abgewartet. Nach einem anschlieenden Spiilvorgang und einer
15-miniitigen Desinfektion (Actomar K 30) wurden die befruchteten Eier im Brutschrank
aufgelegt.

3.1.6 Erbriitung

Die Erbriitung der Eier erfolgte bis zum Augenpunktstadium im Brutschrank. Dabei wur-
de das Wasser im Kreislauf gefiihrt (15 % Wasserwechsel/d). Um die erforderliche kon-
stante Wassertemperatur von 5 °C zu sichern, wurde ein Kiihlaggregat in den Kreislauf in-
tegriert. Nach Erreichen des Augenpunktstadiums wurde die Eier bis zum Schlupf in Un-
terstromkésten aufgelegt. Die Wasserfithrung der Erbriitungsrinne erfolgte im Kreislauf
iber ein angeschlossenes Kiihlaggregat, sodass weiterhin eine konstante Wassertempera-
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tur von 5 °C gewihrleistet war. Bis zum Schlupf der ersten Gruppen betrug die
Rezirkulationsrate 90 %, danach wurde sie wegen der ansteigenden Wasserbelastung auf
80 % reduziert. Die tdglichen Routinearbeiten bestanden aus dem Entfernen abgestorbener
Eier und der Bestimmung der Wasserqualitit. Die Rinnen wurden 3 Mal pro Woche ge-
reinigt.

3.1.7 Anfiitterung

Die Anfiitterung erfolgte in Unterstromkésten mit dem Aufschwimmen der Brut und nach
Verlust von 75 % des Dottersackvolumens. Als Erstnahrung kam ein Trockenmischfut-
termittel der Firma Skretting A.S. (Perla Larva 6.0) zum Einsatz. Daneben wurden die
Larven mit einer tiefgefrorenen Naturnahrung (Bosmiden, Cyclops) der Firma FiMo6
Aquaristik GmbH, Biinde zugefiittert. Alle Chargen wurden 4 bis 6 Mal téglich von Hand
ad libitum gefiittert und die Verluste erfasst. Nach zehn Tagen wurde die Wassertempera-
tur langsam auf 10 °C eingestellt. Dafiir wurde alle drei Tage die Temperatur um ein Grad
Celsius erhoht. AnschlieBend wurden die Rinnen bei 10 °C mit Quellwasser im Durchfluss
betrieben. Die tdgliche Beleuchtungsdauer betrug 12 Stunden (08:00 bis 18:00 Uhr). Die
Rinnen wurden tédglich zweimal gereinigt. Der gesamte Zeitraum der Anfiitterung er-
streckte sich iiber acht Wochen.

3.1.8 Aufzucht

Nach der Anfiitterung wurden die verschiedenen Herkiinfte separat in Langstromrinnen
aufgezogen. Die tigliche Beleuchtungsdauer betrug 13 Stunden (07:00 bis 18:00 Uhr). Die
Seesaiblinge erhielten als Anschlussnahrung Trockenmischfuttermittel der Firma Skretting
A.S. (Perla Larva 5.0 und Perla Larva 4.0). Die Fiitterung erfolgte anfinglich dreimal tig-
lich von Hand auf Sittigung, spéter rationiert mittels Bandfutterautomaten. Um fiir den
Herkunftsvergleich einheitliche Chargen zu erhalten und somit die geringen Altersunter-
schiede auszugleichen, wurden die Herkiinfte sortiert und anschlieend iiber die Anpas-
sung der Futtermenge langsam auf eine einheitliche Grée von 4 bis 5 g Stiickmasse ge-
bracht. Verluste wurden tdglich kontrolliert und erfasst. Die Rinnen wurden bei einer
Wassertemperatur von 10 °C mit Quellwasser im Durchfluss betrieben. Die Reinigung der
Rinnen erfolgte vor Beginn und nach Ende der Fiitterungsperioden (tdglich 12 Stunden).

3.1.9 Herkunftsvergleich

3.1.9.1 Versuchsanordnung

Der Herkunftsvergleich begann am 21.09.2009 und wurde am 24.04.2010 beendet. Fiir
den Vergleich wurden von den insgesamt sieben untersuchten Populationen aus voralpi-
nen Seen fiinf geeignete Bestinde ausgewihlt. Wie in der nachfolgenden Ubersicht darge-
stellt (Abb. 4) wurden die Herkiinfte Tegernsee, Walchensee, Hintersee, Bodensee und
Starnberger See ausgewihlt. Alle Gruppen wurden unter gleichen Haltungsbedingungen in
Dreifachwiederholungen aufgezogen. Die Haltung erfolgte unter praxisiiblichen Bedin-
gungen in Rundbecken. Die Fische erhielten gleiche Futterrationen, die der tiglichen
Wachstumsleistung der Fische angepasst wurden. Durch regelmiflige Kontrollwigungen
wurden das Wachstum und die Futterverwertung der einzelnen Fiitterungsgruppen erfasst.
Die wichtigsten physikalischen und chemischen Wasserparameter wurden regelmaBig
gemessen. Bei Versuchsende wurden alle Tiere einzeln gewogen und vermessen, zusitz-
lich wurde von einer repriasentativen Menge der Gesundheitszustand und die Kondition
ermittelt. Der Zustand der inneren Organe wurde iiberpriift und einzeln beurteilt.
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7 Herkiinfte
Auswahl
5 Herkiinfte
e Tegernsee
e Walchensee
¢ Hintersee
¢ Bodensee
e Starnberger See
Herkunftsvergleich
Ausgangsqualitét Aufzucht
(Lange, Masse, Kondition, in Triplika ten
Gesundheitsstatus)
Zwischenauswertungen
(Gesamtwidgungen, Futterverwertung,
Einzelmessungen)
v
Endauswertung
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® Missbildungen. ®  Bruttoenergiegehalt.

Abb. 4: Herkunftsvergleich —Versuchsschema.
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3.1.9.2 Versuchsanlage

Der Herkunftsvergleich wurde in der Beckenanlage des Instituts fiir Fischerei durchge-
fithrt. Zum Einsatz kamen Rundbecken mit einem maximalen Volumen von 0,5 m°. Licht-
intensitit, Beleuchtungsrhythmus, Wasseraustauschrate und Strébmung war in allen Be-
cken identisch. Insgesamt waren 15 Rundbecken in den Versuch eingebunden, die im
Durchlauf betrieben wurden. Der Zulauf bestand aus Quellwasser, welches zuvor konditi-
oniert wurde (Sauerstoffanreicherung, CO, und N, -Austrag). Die tédgliche Beleuchtungs-
dauer betrug 12 Stunden (07:00 -19:00 Uhr).

3.1.9.3 Haltungsumwelt

Der pH — Wert, die Leitfidhigkeit und der Sauerstoffgehalt (mg / I) wurden alle drei Tage
bestimmt (WTW pH Meter 325, WTW Leitfihigkeitsmessgerdt LF 196 und WTW Sauer-
stoffmessgerdt 196 Oxi 315 i). Die Konzentrationen der Stickstoffverbindungen Nitrat,
Nitrit und Ammonium wurden regelmiBig mit kolorimetrischen Tests der Firma Merck
KG aA (Darmstadt) iiberpriift. Die Messung der FlieBgeschwindigkeit in den Rundbecken
erfolgte wochentlich einem Fliigelrad Stromungssensor der Firma Hontzsch GmbH
(Waiblingen). Die Besatzdichte betrug zu Versuchsbeginn im Mittel 6,5 kg/m3.

3.1.9.4 Fiitterung

Die Partikelgroflen der Futtermittel wurden den Wachstum der Fische angepasst. Zu Be-
ginn des Herkunftsvergleiches wurde ein Trockenmischfuttermittel mit einem Diameter
von 0,8 mm gefiittert. Nach 37 Versuchstagen wurde eine Partikelgroe von 1,1 mm ge-
reicht. Ab dem 128 Tag wiirde ein Futtermittel mit 1,5 mm gefiittert. In den letzten 40
Versuchstagen kam ein 2 mm Pellet zum Einsatz. Wihrend die Futtermittel anfinglich
tiber einen hohen Rohproteingehalt verfiigten, konnte mit dem Voranschreiten der
Aufzuchtphase ein Futtermittel gewihlt werden, das iiber geringere Rohproteingehalte,
aber hohere Rohfettgehalte verfiigte.

Tab. 4: Verabreichte Futtermittel im Versuchsverlauf und deren Zusammensetzung.

Zeitraum Bezeichnung | Partikelgrofe | Rohprotein Rohfett Asche | NfE (%)
(Tage) (mm) (%) (%) (%)

1 bis 37 Inicio Plus 0,8 56 18 11,5 14,5
37 bis 128 Inicio Plus 1,1 56 18 11,5 14,5
128 bis 175 | Ecostart 17 1,5 47 20 9,5 23,5
175 bis 215 | Aquastart 2 2 42 22 6,5 29,5

3.1.9.5 Leistungsparameter
3.1.9.5.1 Wachstum

Die Uberpriifung der Wachstumsleistung erfolgte innerhalb des Herkunftsvergleichs in
turnusméaBigen Abstinden (Tab. 5). Die Fische wurden beckenweise gewogen. Dariiber
hinaus wurde zu Beginn der Untersuchung und an einem Termin wihrend des Vergleichs
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das Individualwachstum einer repriasentativen Stichprobe ermittelt. Zu Versuchsende wur-
den alle Fische vermessen und gewogen.

Tab. 5: Zeitpunkte der Gesamtwigungen.

Zeitpunkt Versuchstag | Wagungen
21.09.2009 0 Einwaage
26.10.2009 36 1. Zwischenwigung
11.12.2009 82 2. Zwischenwigung
27.01.2010 129 3. Zwischenwigung
17.03.2010 178 4. Zwischenwigung
23.04.2010 215 Endauswertung

Die Berechnung der spezifischen Wachstumsrate (specific growth rate, SGR) erfolgte
nach LIEDER (1978):
SGR (%) = (In W —1n Wy) /t * 100

SGR: Spezifische Wachstumsrate (%)
Wi Lebendgewicht zum Zeitpunkt t (g)
Wo: Lebendgewicht zum Zeitpunkt O (g)
t: Zeitraum (d)

Die Berechnung des Futterquotienten (FQ) erfolgte nach STEFFENS (1985):
FQ = Futter (g) / Zuwachs (g)

3.1.9.5.2 Kondition

Zur Beurteilung der Kondition wurde der Korpulenzfaktor aller Fische bestimmt:
k=p*100/L°

k Korpulenzfaktor

p Korpermasse (in g)

L Totalldnge (in cm)

Der Hepatosomatische Index (HSI) wurde aus den ermittelten Einzelgewichten von Leber
und Korpermasse von jeweils 45 Tieren jeder Herkunft berechnet. Vor der Ermittlung der
Lebermasse wurde die Gallenfliissigkeit entfernt.

HSI=100* Hp/p

HSI Hepatosomatischer Index
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Hp Lebermasse (in g)
P Korpermasse (in g)

Der Trockensubstanzgehalt der Fische wurde nach WEDEKIND (2002) mit
Einzelhomogenaten von jeweils 45 Fischen je Gruppe bestimmt. Die
Ganzkorperhomogenate wurden in Analyseschalen eingewogen und 24 Stunden im Tro-
ckenschrank bei 104°C getrocknet. Nach dem Auskiihlen der Proben im Excikator wurde
der Trockensubstanzanteil zuriickgewogen. Der Wassergehalt wurde bestimmt und der
prozentuale Anteil der Trockensubstanz errechnet.

Der Bruttoenergiegehalt der Fische wurde nach SCHRECKENBACH et al. (2001) berechnet:
BE (MJ) = 0,0253 * TS (%)"*"*

BE: Bruttoenergie (MJ)

TS: Trockensubstanz (%)

3.1.9.5.3 Fischgesundheit

Zu Beginn des Versuches wurden zehn Seesaiblinge je Herkunft auf ihren Gesundheitszu-
stand und eventuell bereits bestehende alimentidre Verdnderungen der inneren Organe un-
tersucht. Die Fische verfiigten iiber einen guten Gesundheitsstatus und zeigten keine An-
zeichen von Organverdnderungen. Zur Beendigung Herkunftsvergleichs wurden je Her-
kunft 45 Fische mit einem gezielten Schlag auf den Kopf betdubt und mit einem Genick-
schnitt getotet. Lange und Masse, Korpulenz, Schlachtkorpergewicht und Innereienanteil
sowie Gonadenanteil wurden ermittelt. Die Bauchhohlen wurden gedffnet und die einzel-
nen Organe begutachtet. Sdmtliche Organe wurden der Leibeshohle entnommen und ge-
sondert makroskopisch begutachtet. Der Grad der alimentiren Veridnderungen wurde wie
folgt beurteilt:

Beurteilung der Leber:

0 ohne Befund

1 leichte Verfettung (Hellfarbung)

2 mittlere Verfettung

3 starke Leberverfettung (Marmorierung)
Beurteilung des Herz:

0 ohne Befund

1 leichte Herzmuskelnekrose

2 mittlere Herzmuskelnekrosen
3 starke Herzmuskelnekrosen
Beurteilung der Milz:

0 ohne Befund
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1 leichte Schwellung

2 mittelstarke Schwellungen
3 Nekrosen, Hyperplasie
Beurteilung der Niere:

0 ohne Befund

1 vereinzelte Einschliisse
2 leichte Gewebeveridnderungen
3 schwere Gewebeverianderungen, Nekrosen

Beurteilung des Darms:
0 ohne Befund

1 leichte Entziindung des Enddarms
2 mittlere Entziindung
3 Entziindungen im gesamten Darmbereich

Beurteilung der Kiemen:

0 ohne Befund

1 leichte Kiemenschwellung
2 Kiemenschwellung
3

Kiemenschwellung und nekrotisches Gewebe

3.1.9.6 Statistik

Die statistische Analyse erfolgte mit der Software SPSS 9.0 der Firma Microsoft. Mit
nicht-parametrischen Tests wie dem Kruskal Wallis Test wurde iiberpriift, ob die unab-
hingigen Stichproben aus einer Grundgesamtheit stammen. Die Mittelwertvergleiche
wurden mit einfaktorieller Varianzanalyse (ANOV A) mit den daran angeschlossenen post-
hoc Mehrfachvergleichen mittels Tukey-Test beziehungsweise bei Annahme von keiner
Varianzgleichheit mit Dunnet - T3 durchgefiihrt. Die Herkiinfte wurden unter Annahme
der Gleichheit der Bedingungen in allen Becken zusammengefasst, und die verschiedenen
Herkiinfte wurden untereinander mit dem Chi-Quadrat-Test auf Unterschiede in der Hiu-
figkeitsverteilung hin untersucht.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Laichfischfang

Mit einer Ausnahme konnten aus allen Seen die erforderlichen Mengen an Seesaiblingen
fiir die Reproduktion und die genetische Analyse bei den Netzbefischungen gefangen
werden. Allein bei der Befischung des Seealpsees konnte die erforderliche Anzahl nicht
erbracht werden. Tabelle 6 gibt eine geschlechtsspezifische Ubersicht iiber die Anzahl der
gefangenen Tiere aus den einzelnen Gewéssern. Die Anzahl der Elterntiere der Herkunft
Hintersee ist unbekannt. Fiir die genetischen Untersuchungen musste daher auf juvenile
Fische zuriickgegriffen werden.

Tab. 6: Anzahl gefangener Laichfische nach Geschlecht (gesamt).

Gewisser Milchner (n) Rogener (n)
Konigssee 70 70
Starnberger See 20 17
Ammersee 50 37
Hintersee ? ?
Walchensee 20 14
Tegernsee 10 13
Bodensee 40 28
Soiernsee 37 28
Griinsee 24 32
Seealpsee 1 0

3.2.2 Eimengen und Grofien

Die Eizahlen der Rogener variierten sowohl innerhalb als auch zwischen den Bestdnden.
Besonders auffillig waren die unterschiedlichen Eizahlen zwischen einzelnen Bestidnden.
Die besonders kleinwiichsigen Seesaiblinge des Konigssees verfiigten nur iiber eine gerin-
ge Anzahl Eier, etwa 30 bis maximal 100 Stiick. Daher war bei dieser Herkunft eine grof3e
Anzahl an Rogenern erforderlich, um die benétigte Eimenge zu erlangen. Tabelle 7 gibt
eine Ubersicht der Anzahl gewonnener Eier.

Tab. 7: Anzahl abgestreifter Eier (gesamt).

Gewdisser Eizahl (n)

Konigssee 6.000
Starnberger See 10.000
Ammersee 12.180
Hintersee 12.679
Walchensee 5.195
Tegernsee 4.497
Bodensee 12.048
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Die Vermessung der Eier ergab dhnliche Eidurchmesser der verschiedenen Herkiinfte. Al-
lein die Eier der Ammersee-Seesaiblinge unterschieden sich sowohl in der Féarbung als
auch in der GroBe (Tab.8). Gegeniiber den anderen Herkiinften verfiigte diese Herkunft
mit einem mittleren Durchmesser von 4,12 + 0,32 mm iiber signifikant kleinere Eidurch-
messer. Tendenziell verfiigten dagegen die kleinwiichsigen Seesaiblinge des Konigssees
mit einem durchschnittlichen Diameter von 5,82 + 0,14 mm iiber die groten Eier. Inner-

halb der Chargen variierten die Eidurchmesser nur gering.

Tab. 8: Eidurchmesser der Herkiinfte (n= 20, p < 0,05).

3.2.3

Tab. 9: Termine wéhrend der Erbriitung der unterschiedlichen Herkiinfte und Chargen.

Erbriitung

Gewisser Eidurchmesser (mm)
Konigssee 5,80 +£0,12%
Starnberger See 5,28 + 0,06b
Ammersee 4,12 +0,32°
Hintersee 520+0,12°
Walchensee 5,18 +0,19°
Tegernsee 5,72 +0,16%
Bodensee 542 +0,18"

Herkunft Befruchtung | Augenpunkt- | Schlupf- Schlupf-
/Charge stadium beginn ende
Konigssee 1 29.10.2008 05.12.2008 02.01.2009 | 26.01.2009
Konigssee 2 31.10.2008 05.12.2008 10.01.2009 | 26.01.2009
Ammersee 1 04.11.2008 10.12.2008 12.01.2009 | 05.02.2009
Walchensee 1 06.11.2008 12.12.2008 14.01.2009 | 01.02.2009
Starnberger See 10.11.2008 16.12.2008 20.01.2009 | 05.02.2009
Walchensee 2 11.11.2008 18.12.2008 23.01.2009 | 15.02.2009
Tegernsee 1 12.11.2008 21.12.2008 23.01.2009 | 15.02.2009
Ammersee 2 26.11.2008 08.01.2009 15.02.2009 | 17.02.2009
Tegernsee 2 27.11.2008 08.01.2009 10.02.2009 | 16.02.2009
Hintersee 10.12.2008 30.12.2008 20.01.2009 | 05.02.2009
Bodensee 20.12.2008 02.01.2009 17.02.2009 | 17.02.2009
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Den natiirlichen Gegebenheiten der jeweiligen Herkunftsgewisser angepasst, variierten
die Laichtermine der Seesaiblinge. Der gesamte Zeitraum der Laichgewinnung erstreckte
sich im Jahre 2008 iiber zwei Monate von Oktober bis Dezember (Tab. 9.). Bei einer mitt-
leren Wassertemperatur von 5 °C erreichten die Chargen nach 33 bis 43 Tagen bezie-
hungsweise 227,5 bis 279,5 Tagesgraden das Augenpunktstadium (Tab. 10). Je nach
Charge begann nach weiteren 33 bis 46 Tagen der Schlupf der Larven. Insgesamt ergab
sich damit eine Erbriitungsperiode von 69 bis 82 Tagen, beziehungsweise 415,5 bis 487
Tagesgraden. Der Schlupfdauer einer Charge variierte zwischen und innerhalb der Her-
kiinfte stark. In vielen Fillen betrug der Zeitraum zwei bis drei Wochen, in einzelnen Fil-
len schliipfte die ganze Charge innerhalb von 24 und 48 Stunden.

Tab. 10: Dauer und Tagesgrade der Erbriitung der unterschiedlichen Herkiinfte und Char-
gen.

Herkunft Augenpunkt- | Augenpunkt- | Schlupf- | Schlupf- | Gesamtdauer | Tagesgrade
/Charge stadium (d) | stadium beginn | beginn | (d) bis  Schlupf-
(TG °C) (d) (TG °C) beginn (°C)
Konigssee 1 37 240,5 37 203,5 74 444
Konigssee 2 35 227.5 45 247.5 80 475
Ammersee 1 36 234 33 181,5 69 415,5
Walchensee 1 36 234 33 181,5 69 415,5
Starnberger See 33 234 35 192,5 71 426,5
Walchensee 2 37 240,5 36 198 73 438,5
Tegernsee 1 38 247 33 181,5 71 428,5
Ammersee 2 43 279,5 38 209 81 488,5
Tegernsee 2 42 273 33 181,5 75 454,5
Hintersee 37 240,5 30 165 67 405,5
Bodensee 36 234 46 253 82 487

Wihrend es bei der Erbriitung der Herkunft Bodensee und Hintersee nur zu sehr geringen
Verlusten kam (3 und 6 %), konnten gravierende Verlustgeschehen bei den Herkiinften
Konigssee (64 %), Starnberger See (49 %), Ammersee (42 %), Walchensee (32 %) und
Tegernsee (57 %) beobachtet werden (Tab. 11). Die Verluste bei letztgenannten Chargen
waren die Folge eines einmaligen Havariegeschehens vor dem Augenpunktstadium: Durch
den Ausfall des Kiihlaggregats erwédrmte sich das Wasser tiber Nacht auf 12 °C.
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Tab. 11: Anzahl der Eiverluste bis zum Beginn des Schlupfes (gesamt).

Gewisser Eiverluste (n) Eiverluste (%)
Konigssee 3.847 64
Starnberger See 4.870 49
Ammersee 5.110 42
Hintersee 816 6
Walchensee 1.642 32
Tegernsee 2.565 57
Bodensee 400 3

Die in Tabelle 12 dargestellten Larvenverluste vor der Anfiitterung spiegeln hauptséachlich
den Anteil missgebildeter und daher nicht lebensfihiger Larven wider. Insbesondere bei
der Herkunft Ammersee und Konigssee wurde ein hoher Anteil an Larven mit einer Riick-
gratverkrimmung festgestellt. Dagegen waren Verluste wihrend des Schlupfes bei allen
Chargen nur in Einzelfillen zu beobachten.

Tab. 12: Anzahl der Larvenverluste vom Schlupfende bis zur Anfiitterung (gesamt) und
prozentualer Anteil an der verbliebenden Gesamtzahl.

Gewdsser Larvenverluste (n) | Larvenverluste (%)
Konigssee 590 27
Starnberger See 441 9
Ammersee 530 7
Hintersee 413 3
Walchensee 223 6
Tegernsee 161 8
Bodensee 21 0

3.24  Anfiitterung

Wihrend der Anfiitterung kam es zu einem weiteren schweren Verlustgeschehen, dass bei
allen Herkiinften beobachtet werden konnte. Die Fische reagierten zu Beginn der
Anfiitterung nicht auf die angebotenen Futtermittel. Auch die Einbeziehung von feinsten
Staubfuttermitteln konnte die Futterakzeptanz nicht verbessert werden. Erst mit der
Zufiitterung von gefrorenem Plankton gelang es, die Verluste zu reduzieren. Die
Zufiitterung musste iiber 30 Tage erfolgen, erst dann akzeptierten weite Teile der Herkiinf-
te die angebotenen Trockenmischfuttermittel.
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Tab. 13: Anzahl der Larvenverluste wihrend der Anfiitterung (gesamt) und prozentualer
Anteil an der verbliebenden Gesamtzahl.

Gewisser Larvenverluste (n) | Larvenverluste (%)
Konigssee 359 23
Starnberger See 1.371 29
Ammersee 2.623 40
Hintersee 3.248 28
Walchensee 1.956 59
Tegernsee 924 52
Bodensee 2.637 23

Die hohe Verlustrate der Herkunft Konigssee und die geringe Wachstumsleistung der
Herkunft Ammersee schlossen die weitere Verwendung im Herkunftsvergleich aus. Fiir
den Herkunftsvergleich unter identischen Haltungsbedingungen wurden daher die Her-
kiinfte Tegernsee, Walchensee, Hintersee, Bodensee und Starnberger See herangezogen.

3.2.5 Herkunftsvergleich

3.2.5.1 Ausgangsqualitit

Tab. 14: Mittlere Ausgangsparameter der Herkiinfte (x + SD; alle Gruppen n=20, p <
0,05).

Tegernsee Walchensee Hintersee Bodensee Starnberger See
Masse (g) 5,58 +1,39° 528 £ 1,14 4,55 +£0,72* 4,99 + 1,06" 5,32 +1,33°
Linge (cm) 9,05 + 0,64 8,94 +£0,63" 8,45 £0,43° 8,60 +0,57" 8,87 £0,69°
k-Faktor 0,74 £ 0,04 0,73 £ 0,04 0,75 £ 0,08" 0,77 + 0,04" 0,75 + 0,07
TS (%) 24,46 + 1,75 23,09 +1,78" 23,40 + 0,94° 2542 +1,78° 24,10 + 1,02°
BE (MJ/kg) 5,43 + 0,64 492 +0,61° 5,03 +0,34° 5,78 +0,57* 5,28 +0,38"

Die zu Beginn der Untersuchung durchgefiihrte Ermittlung der Ausgangsqualitét der fiinf
Herkiinfte ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Tab. 14). Dies
galt sowohl fiir die Masse und Lénge aller Fische, als auch die Korpulenz und die Kondi-
tion. Tendenziell verfiigte die Herkunft Bodensee iiber die hochsten Energiegehalte (5,78
+ 0,57 MJ/kg), die geringsten wurden bei der Herkunft Walchensee ermittelt (4,92 + 0,61
MJ/kg).

3.2.5.2 Wasserparameter

Die in den Becken ermittelten Wasserwerte variierten nur leicht. Sie bewegten sich wih-
rend des gesamten Versuchszeitraums in einem fischphysiologisch optimalen Bereich
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(pH-Wert 7,47-7,5; O, 9,07-9,44 mg/l; Stromung 0,1-0,13 m/s; Zulauf 0,19-0,26 I/s). Die
Messungen der Stickstoffverbindungen gaben keinen Hinweis auf eine organische Belas-
tung des Zulaufwassers oder eine Anreicherung in den Becken.

3.2.5.3 Leistungseigenschaften

3.2.5.3.1 Wachstum
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Abb. 5: Mittlere Stiickmasse (g) der verschiedenen Herkiinfte zum Abschluss des Her-
kunftsvergleiches (x + SD; alle Gruppen n=295, p < 0,05).

Nach 215 Versuchstagen zeigten sich signifikante Wachstumsunterschiede zwischen den
Gruppen. Wihrend sich die Einzelgewichte der Seesaiblinge des Tegernsees (29,48 +
19,27 g) und Walchensees (26,72 + 15,10 g) untereinander nicht signifikant unterschieden,
zeigten die Fische des Hintersees (43,46 + 18,05 g) und des Starnberger Sees (44,57 +
20,00 g) signifikant hohere Stiickmassen, die sich aber untereinander nicht signifikant un-
terschieden. Die grofiten Stiickmassen wurden fiir die Herkunft Bodensee ermittelt. Mit
mittleren Stiickmassen von 55,06 + 24,90 g zeigten sie eine signifikant bessere Wachs-
tumsleistung gegeniiber allen anderen Gruppen.
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Abb. 6: Mittlere Totallinge der verschiedenen Herkiinfte zum Abschluss des Herkunfts-
vergleiches (x £ SD; alle Gruppen n=295, p <0,05).

Die Auswertung der Totallidnge ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen der Her-
kunft Tegernsee mit einer mittleren Liange von 15,1 + 3,1 cm und der Herkunft Walchen-
see mit 14,7 £ 2,7 cm. Damit unterschieden sie sich signifikant von den iibrigen Herkiinf-
ten. Eine signifikant bessere Langenentwicklung konnte fiir die Herkunft Hintersee mit ei-
ner mittleren Lange von 16,7 £ 2,1 cm und fiir den Starnberger See (17,1 + 2,4 cm) ermit-
telt werden. Am groflten gewachsen waren die Seesaiblinge der Herkunft Bodensee mit
18,1 = 2,5 cm. Diese unterschieden sich signifikant von den Seesaiblingen des Hintersees,
jedoch nur tendenziell von der Herkunft Starnberger See.

Die Berechnung der mittleren spezifischen Wachstumsraten iiber den gesamten Versuchs-
zeitraum ergab geringe Wachstumsraten von 0,85 + 0,03 %/Tag fiir die Herkunft Tegern-
see (Tab. 7). Noch geringere Raten wurden fiir die Herkunft Walchensee berechnet (0,80 +
0,04 %/Tag). Dagegen konnten fiir die iibrigen Chargen deutlich hohere spezifische
Wachstumsraten errechnet werden (Hintersee: 1,06 + 0,03 %/Tag, Starnberger See: 0,97 +
0,01 %/Tag). Die hochsten mittleren spezifischen Wachstumsraten wurden bei der Her-
kunft Bodensee mit 1,10 + 0,03 %/Tag erreicht.
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Abb. 7: Mittlere Spezifische Wachstumsrate der Herkiinfte zum Abschluss des Herkunfts-
vergleiches (x £ SD; alle Gruppen n=3, p <0,05).

Uber den gesamten Versuchsverlauf ergaben sich bei allen Herkiinften #hnliche Verliufe
der spezifischen Wachstumsraten. Mit Ausnahme der Herkunft Walchensee verringerte
sich die tdgliche Wachstumsleistung aller Gruppen im ersten Versuchszeitraum. Jedoch
stieg der tdgliche Zuwachs ab Mitte Dezember wieder an. In der zweiten Versuchshilfte
verringerte sich die spezifische Wachstumsrate erneut (Abb. 8).
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Abb. 8: Darstellung der spezifischen Wachstumsrate (SGR) der Herkiinfte iiber den ge-
samten Versuchsverlauf (x £ SD; alle Gruppen n=3, p < 0,05).
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3.2.5.3.2 Futterverwertung

Die Auswertung zur Versuchsbeendigung ergab einen Futterquotienten von 1,67 + 0,07
fiir die Herkunft Tegernsee. Eine etwas geringere Futterverwertung wurde fiir die Seesaib-
linge der Herkunft Walchensee ermittelt (Futterquotient 1,77 + 0,10). Die Herkunft Starn-
berger See verfiigte mit einem mittleren Futterquotienten von 1,41 + 0,12 iiber eine etwas
bessere Futterverwertung. Die Herkiinfte Hintersee (1,28 + 0,05) und insbesondere Bo-
densee mit einem Futterquotienten von 1,24 + 0,02 wiesen die besten Futterverwertungen
auf.
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Abb. 9: Mittlere Futterquotienten der Herkiinfte zum Abschluss des Herkunftsvergleiches
(x = SD; alle Gruppen n=3, p < 0,05).
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Abb. 10: Entwicklung des Futterquotienten (FQ) der Herkiinfte iiber den gesamten Ver-
suchsverlauf (x £ SD; alle Gruppen n=3, p < 0,05).
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Die erste Zwischenwigung ergab stark erhohte Futterquotienten bei den Herkiinften Wal-
chensee und Tegernsee, die aber bis zur Mitte des Versuchszeitraums kontinuierlich ab-
sanken. In dieser Zeit wurde eine weitaus bessere Futterverwertung fiir die drei Herkiinfte
Starnberger See, Bodensee und Hintersee ermittelt. Jedoch verwerteten zur Halbzeit des
Versuches alle Herkiinfte die angebotenen Trockenmischfuttermittel mit einem mittleren
Futterquotienten nahe 1 @hnlich gut. Im weiteren Versuchsverlauf reduzierte sich die Fut-
terverwertung, und die Futterquotienten stiegen an. Wihrend sich bei den Herkiinften
Starnberger See, Bodensee und Hintersee die Futterverwertung nur moderat verschlechter-
te, war bei den Herkiinften Walchensee und Tegernsee ein verstirkter Anstieg der Futter-
quotienten zu verzeichnen.

3.2.5.3.3 Kondition

Die Auswertung am Ende des Herkunftsvergleiches ergab signifikante Unterschiede zwi-
schen den verschiedenen Gruppen. Mit Korpulenzfaktoren von 0,80 + 0,08 (Tegernsee)
und 0,77 + 0,07 (Walchensee) unterschieden sich diese Herkiinfte untereinander signifi-
kant. Auch gegeniiber den anderen Chargen waren diese Fische signifikant schlanker ge-
wachsen. Statistisch abgesicherte Unterschiede konnten auch fiir die Herkunft Starnberger
See mit einem mittleren Korpulenzfaktor von 0,86 + 0,07 und die Herkunft Hintersee
(0,89 £ 0,08) nachgewiesen werden. Mit einer mittleren Korpulenz von 0,88 + 0,10 unter-
schied sich die Herkunft Bodensee von den beiden Letztgenannten nicht signifikant.
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Abb. 11: Mittlere Korpulenzfaktoren der verschiedenen Herkiinfte zum Abschluss des
Herkunftsvergleiches (x + SD; alle Gruppen n=295, p < 0,05).

Der Schlachtkorperanteil lag bei allen Gruppen um 90 %. Es konnten aber geringtfiigige,
signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Herkiinften ermittelt werden (Tab.
15). Besonders die Herkiinfte Starnberger See und Hintersee verfiigten iiber einen geringe-
ren Innereienanteil gegeniiber den anderen Herkiinften. Intraviscerale Fetteinlagerungen
waren nicht herkunftsspezifisch und konnten nur bei wenigen Einzeltieren festgestellt
werden. Bei den Herkiinften Hintersee und Starnberger See korrelierte der hohere
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Schlachtkorperanteil mit einem geringeren Gonadosomatischen Index (GSI). Die Gonaden
waren bei liber 50 % aller Fische bereits makroskopisch sichtbar, und im Falle der Milch-
ner bereits weit entwickelt. Dies wurde insbesondere bei der Herkunft Walchensee mit ei-
nem GSI von 1,66 + 2,59 deutlich. Der Anteil des Lebergewichtes am Gesamtkorperge-
wicht (HSI) variierte innerhalb der Gruppen, in Abhiingigkeit vom Reifegrad der Gonaden
stark. Unterschiede beim Hepatosomatischen Index zwischen den einzelnen Herkiinften
konnten allerdings statistisch nicht abgesichert werden.

Tab. 15: Prozentualer Anteil des Schlachtkorpers (amK) und der Innereien am Gesamtge-
wicht, Hepatosomatischer Index (HSI) und Gonadosomatischer Index (GSI) der verschie-
denen Herkiinfte zum Abschluss des Herkunftsvergleiches (x £ SD; alle Gruppen n=45, p
<0,05).

Tegernsee Walchensee Hintersee Bodensee Starnberger See
amK (%) 90,65 + 1,53** | 90,31 + 1,80" 91,53 +1,15° | 89,91 +1,31* |91,37 +1,16°
Innereien (%) | 9,35 +1,53° 9,69 + 1,80*° 8,47 +1,15¢ 10,09 +1,31° | 8,63 +1,16*
HSI 1,02 + 0,24 1,07 £0.21*° [ 1,07 £022*® | 1,17 £0,23° 1,12 £0,27*°
GSI 0,27 +0,58° 1,66 +2,59° 0,70 +1,42* 0,31 +0,29** |0,28 +0,25*°

Bei den zuzuordnenden Fischen war das Geschlechtsverhiltnis war bei allen Herkiinften
ausgeglichen. Der Vergleich von bestimmbaren und unbestimmbaren Geschlechtern ergab
eine mogliche Differenzierung bei iiber 50 % der Seesaiblinge aller Herkiinfte (Walchen-
see: 67 %, Hintersee: 58 %, Bodensee: 64 %, Starnberger See: 69 %). Lediglich bei der
Herkunft Tegernsee konnte nur von 47 % aller Fische einem Geschlecht zugeordnet wer-
den.
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Abb. 12: Anteil von bestimmbaren und unbestimmbaren Fischen in den verschiedenen
Gruppen am Ende des Herkunftsvergleiches (x + SD; alle Gruppen n=45, p < 0,05).
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Die Auswertung der Trockensubstanzen der einzelnen Fische ergab statistisch abgesicher-
te Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Fische aus dem Hintersee und Bodensee ver-
fligten iiber einen signifikant hoheren Trockensubstanzgehalt gegeniiber den Herkiinften
Tegernsee und Walchensee. Bei der Herkunft Starnberger See konnten keine signifikanten
Unterschiede zu den iibrigen Gruppen ermittelt werden (Tab. 16). Die Bruttoenergiegehal-
te der einzelnen Fische folgt den Ergebnissen der Trockensubstanzbestimmung. Die Fi-
sche der Herkiinfte Hintersee, Bodensee und Starnberger See verfiigten iiber einen hohe-
ren Bruttoenergiegehalt als die Herkiinfte Tegernsee und Walchensee. Die hochsten Brut-
toenergiegehalte wurden mit 7,20 + 0,86 MJ/kg bei der Herkunft Bodensee ermittelt.

Tab. 16: Mittlerer prozentualer Anteil der Trockensubstanz (TS) und Bruttoenergiegehalt
(BE) der verschiedenen Herkiinfte zum Abschluss des Herkunftsvergleiches (x = SD; alle
Gruppen n=45, p <0,05).

Tegernsee Walchensee Hintersee Bodensee Starnberger See
TS (%) 26,64 + 2,36 26,28 + 1,50° 27,96 + 1,54 29,08 +1,91° 27,61 +1,72*°
BE (MJ/kg) 6,23 +0,95° 6,12 +0,58" 6,79 + 0,62°¢ 7,20 +0,86° 6,65 + 0,69*"

3.2.5.3.4 Verluste

Wihrend des Herkunftsvergleiches kam es nur vereinzelt zu Verlusten. In einem Becken
der Herkunft Starnberg wurden wiederholt einzelne Verluste registriert (Tab. 17). Die Ur-
sache dafiir war eine anfidngliche Schidigung der Kiemen, die wahrscheinlich durch eine
bakterielle Belastung hervorgerufen worden war. Verluste durch Kannibalismus traten in
keinem Becken auf.

Tab. 17: Mittlere Uberlebensraten der Herkiinfte wihrend des Herkunftsvergleiches in
Prozent (x = SD; alle Gruppen n=3, p <0,05).

Herkunft Walchensee Hintersee Bodensee Starnberger

See

Tegernsee

Uberleben (%) 97+1 9+1 98 +£2 98 +1 94+9

3.2.5.3.5 Fischgesundheit

Die Begutachtung der Fische ergab keine gravierenden Krankheitsbilder. Alle Fische ver-
fligten iiber einen einwandfreien duBleren Zustand. Flossen und Kiemendeckel waren nor-
mal entwickelt, ohne jegliche Anzeichen von haltungsbedingten Defiziten. Lisionen auf
der Haut wurden nicht gefunden. Hautabstriche wihrend und zur Beendigung der Unter-
suchung ergaben zu keinem Zeitpunkt einen parasitiren Befall. Die Kiemen waren bis auf
wenige Einzelfille in einem makroskopisch guten Zustand, nekrotisches Gewebe konnte
nur in einem Fall gefunden werden. Eine mikroskopische Begutachtung einzelner Fische
hinsichtlich des Zustandes der Kiemenlamellen ergab einen leichten bis mittleren Ver-
schleimungsgrad des Kiemengewebes. Ein parasitdrer Befall der Kiemen und Haut konnte
nicht festgestellt werden. Die inneren Organe wurden makroskopisch untersucht. Alle Fi-
sche verfiigten iiber unverianderte Herzen, Schwimmblasen und Nieren. Dagegen wurde
bei vielen Tieren eine verdnderte Milz festgestellt. Insbesondere galt dies fiir die Herkunft
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Tegernsee. Die Milz dieser Fische war stark geschwollen, dunkel bis schwarz gefédrbt und
die duBeren Zellen hypertroph. Dagegen gab es bei den Herkiinften Bodensee und Starn-
berger See signifikant weniger Verdnderungen des Organgewebes. Entziindungen des
Magen-Darm-Traktes kamen nur bei einzelnen Tieren vor, ein herkunftsspezifischer Zu-
sammenhang konnte nicht ermittelt werden. Alimentire Verdnderungen der Leber wurden
bei fast allen Fischen festgestellt.
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Abb. 13: Zustand der Milz der verschiedenen Herkiinfte zum Abschluss des Herkunfts-
vergleiches (x £ SD; alle Gruppen n=45, p < 0,05).
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3.3 Diskussion

3.3.1 Laichfischfang

Die Voraussetzung fiir einen erfolgreichen Verlauf des Projektes stellte der Fang von
laichreifen Seesaiblingen dar. Aufgrund der geografischen Lage, der unterschiedlichen
morphologisch bedingten Eigenschaften der Gewisser aber auch der populationsspezifi-
schen Eigenschaften der Seesaiblinge variierten die Laichzeitriume voneinander. Daneben
setzten die Auswahl der Fanggriinde Ortskenntnis und langjdhrige Erfahrung beim See-
saiblings-Laichfischfang zwingend voraus. Diese Voraussetzungen waren nur in Zusam-
menarbeit mit den ansédssigen Fischerberechtigten zu erfiillen. Sie brachten das notwendi-
ge Wissen iiber Fanggriinde und Laichzeitrdume in den von ihnen bewirtschafteten Ge-
wissern in das Projekt ein und stellten dariiber hinaus ihre Rdumlichkeiten, Material und
ihre Arbeitskraft unentgeltlich zu Verfiigung. Ihre Unterstiitzung bildete die Grundlage fiir
die erfolgreiche Durchfithrung des Projektes.

3.3.2 Erbriitung

Es gelang die Eier aller sieben Herkiinfte in die Anlage des Institutes fiir Fischerei zu
tiberfithren. In den ersten Tagen nach der Befruchtung waren erwartungsgemif3 hohere
Verluste durch nicht befruchtete oder nicht lebensfihige Eier in allen Chargen aufzufin-
den. Bis zum Erreichen des Augenpunktstadiums wurden im weiteren Verlauf nur geringe
Verlustzahlen ermittelt. Ab dem Augenpunktstadium kam es dagegen zu einem Anstieg
des Verlustgeschehens. Diese Verluste konnen aber nicht Aufschluss iiber die Empfind-
lichkeit der Eichargen und die Eignung der Herkiinfte geben, da die Gewinnung der Ge-
schlechtsprodukte und der Transport nicht immer unter gleichen Bedingungen stattfinden
konnten. Daneben war ein einmaliger Ausfall der Stromversorgung des Kiihlaggregats fiir
ein kurzzeitiges Verlustgeschehen verantwortlich. Wihrend des Schlupfes traten nur we-
nige Verluste auf. Der weit auseinander gezogene Schlupfzeitraum wirkte sich nachteilig
auf den Aufzuchterfolg der Herkiinfte aus: Die sich iiber einen Zeitraum von maximal drei
Wochen erstreckenden Zeitrdume fiihrten zu GroBenunterschieden innerhalb der Chargen.
Dies hatte auch im spiteren Projektverlauf die Folge, dass eine fiir den Herkunftsvergleich
notwendige homogene Groflenverteilung innerhalb und zwischen den Gruppen nur unter
erschwerten Bedingungen erlangt werden konnte. Neben dem langgestreckten Schlupfzeit-
raum erschwerten auch die unterschiedlichen Eidiameter dieses Ziel. So resultierte der ge-
ringe Eidiameter der Herkunft Ammersee in deutlich kleineren Larven. Diese konnten das
angebotene Futter nicht ausreichend aufnehmen, was den Einsatz von kleineren Futterpar-
tikeln erforderlich machte. Die Wachstumsleistung dieser Fische war von Beginn an ge-
ringer als bei den anderen Herkiinften, daher wurden sie nicht in den Herkunftsvergleich
einbezogen.

3.3.3  Anfiitterung

Wihrend der Anfiitterung kam es zu einem andauernden Verlustgeschehen, dass ohne
Ausnahme bei allen Chargen auftrat. Trotz geeigneter Partikelgroen und einer optimalen
chemischen Zusammensetzung der Trockenmischfuttermittel akzeptierte der iiberwiegen-
de Teil der Larven anfangs nicht die angebotene Nahrung. Unterstiitzt wurde dies durch
die geringen Futtergroflen, die erst sehr spit die Oberfliche durchbrachen und zu Boden
sanken. Die Mehrzahl der Seesaiblinge verweigerte die Futteraufnahme von der Wasser-
oberfldche, sondern verweilte wihrend der Anfiitterung am Beckengrund. Auch konnte
eine Durchmischung des Wassers mit dem Futter die Aufnahme nicht entscheidend ver-
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bessern. Die Verweigerung von Trockenmischfuttermitteln ist ein bekanntes Phdnomen
bei der Anfiitterung von Seesaiblingen, das bereits in verschiedenen Studien beschrieben
wurde (STEINER, 1984; REITER, 2006). Erst der Einsatz einer tiefgefrorenen Naturnahrung
fiihrte zur Futteraufnahme und verringerte die Verluste. Gute Ergebnisse wurden bei der
Fiitterung mit tiefgefrorenen Cyclops und Bosmiden erzielt, die in Kombination mit Tro-
ckenfutter angeboten wurden.

334 Eignung fiir die Aquakultur

Die Ergebnisse weisen auf die grundsitzliche Mdoglichkeit der Aquakulturnutzung der un-
tersuchten Abstammungen hin. Dennoch gibt es zwischen den Gruppen Unterschiede, die
eine Aquakulturproduktion beeinflussen konnen.

Der geringe Eidurchmesser der Herkunft Ammersee fiihrte zu notwendigen Modifikatio-
nen der Haltungsumwelt: Die Eier waren deutlich schwieriger in ihrer Handhabung, insbe-
sondere das Entfernen abgestorbener Eier beansprucht mehr Zeit. Die sehr kleinen Larven
erforderten eine spezielle Ausstattung der Haltungseinheiten, da die in der Forellenteich-
wirtschaft verwendeten Maschenweiten von Sieben und Abgitterungen sich als zu grof3
dimensioniert erwiesen und durch geringere Maschenweiten ersetzt werden mussten. Da-
durch aber stieg das Risiko von Havarien an. Desweiteren mussten die Larven mit einer
geringeren Partikelgrofe angefiittert werden, was den Einsatz eines speziellen Trocken-
mischfuttermittels erforderte. Dagegen ist die Handhabung der groeren Eier und Larven
der iibrigen untersuchten Herkiinfte eher praktikabel.

Die geringen Verlustraten bei den fiinf untersuchten Herkiinften wihrend der Aufzucht
zeigen, dass die Wildfische an die Bedingungen der intensiven Aquakultur adaptiert wer-
den konnten. Die Heterogenitit der Wachstumsleistung innerhalb der Gruppen jedoch
lasst die Vermutung zu, dass einzelne Haltungsparameter nicht den Anforderungen der Fi-
sche entsprachen. Ein Einflussfaktor ist die Besatzdichte. In verschiedenen Untersuchun-
gen konnte gezeigt werden, dass niedrige Besatzdichten das Auseinanderwachsen begiins-
tigen (JOBLING, 1985; WALLACE, 1988; REITER, 2006). Dabei kann es zu einem Territori-
alverhalten kommen, dass hédufig in einer gesteigerten Aggressivitidt miindet (WEDEKIND
2003). Rangniedere Artgenossen werden dabei von den Futterpldtzen verdriangt. Obwohl
ein solches Verhalten nicht direkt beobachtet werden konnte, ist ein Zusammenhang zwi-
schen der gewihlten Besatzdichte und der heterogenen GroBenverteilung innerhalb einer
Herkunft wahrscheinlich. Andererseits kann auch die direkte Abstammung von Wildfi-
schen (Wildverhalten) ursdchlich sein. Die sich daraus ergebende fehlende ziichterische
Bearbeitung der Bestinde kann einen weiteren Grund fiir das starke Auseinanderwachsen
innerhalb einer Gruppe darstellen. Dafiir sprechen auch verschiedene Untersuchungen, bei
denen bei Wildfischen ein stirkeres Auseinanderwachsen der Fische und/oder ein aggres-
siveres Verhalten als bei Zuchtstimmen gefunden wurde (BRANNAS et al., 2005; BERRIL
UND MACCARTHY, 2008).

Insgesamt entsprach die Wachstumsleistung aller untersuchten Gruppen nicht den Erfah-
rungen mit entwickelten Zuchtstimmen. Auch verschiedene Untersuchungen anderer Au-
toren belegen die Uberlegenheit selektierter Zuchtstimme gegeniiber Wildpopulationen in
Teichwirtschaften. BERRIL UND MACCARTHY (2008) verglichen die Leistung von Seesaib-
lingen eines wilden Stamms mit einem ziichterisch bearbeiteten Stamm. Dabei erwiesen
sich die wilden Seesaiblinge zwar anfinglich als iiberlegen, im weiteren Versuchsverlauf
erreichte der selektierte Zuchtstamm aber eine hohere Stiickmasse und Kondition. Auch
bei SIKAVUOPIO et al. (2009) war der Zuchtstamm den wilden Seesaiblingen im Hinblick
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auf Wachstum und Uberlebensrate deutlich iiberlegen. Diese Erkenntnisse wurden auch
fiir andere Vertreter der Familie der Salmonidae beschrieben. So wurden von WOLTERS et
al. (2009) und GLOVER et al. (2009) auch beim Atlantischen Lachs (Salmo salar) hohere
Wachstumsraten bei selektierten Stimmen im Vergleich mit wilden Stammen ermittelt.

Die Anpassungsfihigkeit von Fischen an ungiinstige oder wechselnde Umweltbedingun-
gen ist stark von ihrer erworbenen Kondition abhéngig. Eine gute Kondition ldsst Fische
ihre lebenswichtigen physiologischen Funktionen auch bei ungiinstigen Haltungsbedin-
gungen aufrechterhalten. Die Kondition kann von dem Erndhrungszustand der Fische ab-
geleitet werden. Dieser kann iiber die Korperzusammensetzung, den Korpulenzfaktor und
den Hepatosomatischen Index bestimmt werden. Auch das Schlachtkorpergewicht (amK)
gibt Aufschluss iiber den Erndhrungszustand der Seesaiblinge. Innerhalb einer Art und Al-
tersklasse kann eine schlechte Kondition fiir den niedrigen Schlachtkorperanteil verant-
wortlich sein (WEDEKIND 1996). Andererseits konnen verstiarkte Einlagerungen von Fett
in der Leibeshohle zu einem erhohten Innereienanteil gefiihrt haben. Die bei den vorlie-
genden Untersuchungen ermittelten Schlachtkorperanteile und Bruttoenergiegehalte sind
daher nicht Ausdruck einer signifikant geringeren Kondition der Herkiinfte Bodensee und
Walchensee, sondern beruhen auf einem hoheren intravisceralen Fettgehalt bzw. einer
weiter fortgeschrittenen Gonadenentwicklung.

Der hohe Bruttoenergiegehalt aller Versuchsfische weist auf eine gute Kondition hin, die
Grundvoraussetzung fiir die erfolgreiche Erzeugung gesunder Fische. Der
Korpulenzfaktor (k-Faktor) wird stark von der genetisch festgelegten Wachstumspotenz
beeinflusst und kann betrachtlich variieren. Nach BEAMISH et al. (1996) steigt der
Korpulenzfaktor mit zunehmender Liange an und unterscheidet sich nicht zwischen den
Jahreszeiten. Die bei der vorliegenden Studie ermittelten signifikant unterschiedlichen
Korpulenzfaktoren der Seesaiblinge weisen demnach nicht auf eine schlechtere Kondition
hin, sondern sind vielmehr der geringeren Wachstumsleistung einzelner Herkiinfte ge-
schuldet. Insofern kann der Korpulenzfaktor hier nicht zur Ermittlung der Kondition her-
angezogen werden kann. Der Hepatosomatische Index (HSI) gibt Aufschluss iiber den An-
teil des Lebergewichtes am Gesamtgewicht eines Fisches. Die Leber dient bei Fischen als
Hauptspeicherorgan fiir Fette, die bei Bedarf rasch mobilisiert werden konnen. Der
Hepatosomatische Index kann daher fiir die Beurteilung der Kondition herangezogen wer-
den. Im Mittel verfiigten die Fische aller Herkiinfte iiber relativ hohe hepatosomatische
Indices iiber 1, d.h. es lag eine hohe Lebermasse vor. Dies spricht einerseits fiir eine gute
Kondition, andererseits aber auch fiir die Fihigkeit Energiereserven zu speichern.

Die Unempfindlichkeit gegeniiber Parasiten und pathogenen Keimen ist von groBer Be-
deutung fiir eine wirtschaftlich sinnvolle Erzeugung. Bei den Untersuchungen zeigten die
Fische aller Herkiinfte keinerlei dulere Krankheitssymptome. Haut und Flossen waren in
einem einwandfreien Zustand, auch im Muskelgewebe konnten keine Auffilligkeiten fest-
gestellt werden. Die Begutachtung der Organe ergab kaum Anhaltszeichen fiir eine Er-
krankung. Bei allen Gruppen konnten geringfiigige alimentidre Verdnderungen an den Le-
bern festgestellt werden. Zu erwihnen sind die geringfiigigen farblichen Verdnderungen
der Lebern der Fische. Es handelt sich hierbei um verstérkte Fetteinlagerungen im Leber-
gewebe in einem frithen Stadium (HAMERS UND ROSCH, 2000), die bei allen Gruppen ei-
nen nahezu identischen Grad aufwiesen. Bisherige Studien zeigen, dass die Erndhrung mit
handelsiiblichen Futtermitteln bei Fischen hidufig zu pathologischen Organverdnderungen
und der Einlagerung von Fetten in den Organen (Leber) und der Leibeshohle fiihrt
(KAUSHIK et al., 1989; SCHRECKENBACH, 1996). Die Tatsache, dass die Fische aller Her-
kiinfte in der Lage waren, neben dem somatischen Wachstum Energie in der Leber zu
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speichern, deutet auf eine ausreichende Versorgung mit Nihrstoffen hin und spricht fiir
die Eignung der verwendeten Futtermittel. Damit erscheinen die Fische ausreichend fiir
eventuelle Hungerphasen oder Stressgeschehen konditioniert. Dagegen bleiben die Ursa-
chen fiir die Veridnderungen im Milzgewebe spekulativ. Moglich ist eine unbemerkt ge-
bliebene bakterielle Erkrankung. Aber auch eine gestorte Funktion des lymphatischen Sys-
tems ist denkbar. Beides konnte zur Bildung des hypertrophen Zellgewebes gefiihrt haben.
Die Auswertung der anderen Organe, insbesondere der Kiemen, gibt keinen Hinweis auf
eine Andmie. Die Tatsache, dass solche Veridnderungen unabhingig von der Herkunft in
allen Becken auftraten, spricht fiir eine abgeklungene bakterielle Erkrankung.

Hinsichtlich der Geschlechtsentwicklung wurde in der vorliegenden Untersuchung die all-
gemein bekannte Beobachtung bestitigt, dass ménnliche Salmoniden frither geschlechts-
reif werden als weibliche Tiere. Bei allen Versuchsgruppen wiesen die Milchner einen
deutlich hoheren Reifegrad auf als die Rogener.

Insgesamt erwiesen sich die Seesaiblinge vom Walchensee im Vergleich zu den anderen
untersuchten Herkiinften als deutlich friihreifer. Darin kann auch das eingeschrinkte so-
matische Wachstum in dieser Gruppe begriindet sein. Fiir die sinnvolle wirtschaftliche
Nutzung eines Seesaiblingsstammes in der Aquakultur sind daher ein langandauerndes
somatisches Wachstum und eine spiter Eintritt in die Geschlechtsreife erforderlich.

3.3.5 Zusammenfassende Leistungsbewertung

Auf Grund der Heterogenitit des Probenmaterials (Eichargen von Wildfischen) und z.T.
unterschiedlicher, frither Aufzuchthistorie sind anhand der erhaltenen Ergebnisse grund-
sidtzliche Aussagen zur Aquakultureignung der untersuchten Herkiinfte nur sehr einge-
schrankt moglich. Zudem bleibt die Genotyp-Umwelt-Interaktion unberiicksichtigt, d.h.
die Resultate lassen sich nicht allgemein auf andere Haltungsbedingungen iibertragen.

Dennoch soll im nachfolgenden Text der Versuch gemacht werden, die erhaltenen Ergeb-
nisse zu vergleichen und im Hinblick auf eine mogliche Verwendung der untersuchten
Populationen in der Aquakultur zu interpretieren.

I Ammersee (nicht in Herkunftsvergleich einbezogen)

Die Herkunft Ammersee verfiigte iiber vitale Larven, die unter der gegebenen Haltungs-
umwelt aufgezogen werden konnten. Dabei erforderte die Anfiitterung der Larven den
Einsatz von Futtermitteln mit einer sehr kleinen PartikelgroBe. Auch war die Handhabung
der Herkunft durch die geringe Larvengrofe erschwert, da die in der Forellenteichwirt-
schaft iiblichen Maschenweiten der Siebe und Trenngitter nicht ausreichend waren. Dies
hatte zeitintensive Umbauten zur Folge. Wihrend der anschlieBenden Aufzucht verfiigte
sie im Vergleich mit den anderen Herkiinften {iber eine unterdurchschnittliche Wachs-
tumsleistung. Positiv hervorzuheben ist die hohe relative Eimenge der Rogener. Die bend-
tigten Eimengen konnten so verhiltnisméfig leicht beschafft werden.

IL. Konigssee (nicht in Herkunftsvergleich einbezogen)

Auffillig waren bei den Seesaiblingen der Herkunft Konigssee die geringe Korpergrofie
der Elterntiere und die geringe Eimenge der Rogener. Daher war der Fang einer groflen
Anzahl Rogener notwendig, um die erforderlichen Eimengen zu beschaffen. Unter den
gegebenen intensiven Haltungsbedingungen konnten die Eier erfolgreich erbriitet und an-
gefiittert werden. Negativ wirkte sich der langgestreckte Schlupfzeitraum der Gruppe aus.
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Dadurch kam es zu einer heterogenen Grofenverteilung bereits kurz nach der Anfiitterung.
Die groflen vitalen Larven akzeptierten die angebotenen Futtermittel schnell und verfiigten
wihrend der weiteren Aufzucht iiber eine gute Wachstumsleistung. Die heterogene
Wachstumsleistung setzte sich wihrend der weiteren Aufzucht weiter fort und erforderte
eine hdufige Groensortierung der Fische.

III. Tegernsee

Die Herkunft Tegernsee konnte erfolgreich unter Aquakulturbedingungen erbriitet werden.
Wihrend der Anfiitterung konnte die anfingliche Futterakzeptanz nur durch den Einsatz
von gefrorenem Plankton gesichert werden. Der langgestreckte Schlupftermin war ver-
antwortlich fiir eine ausgeprigte heterogene GroBenverteilung. Dadurch war ein mehrma-
liges Sortieren der Seesaiblinge bis zum Beginn des Herkunftsvergleiches erforderlich.
Auch im weiteren Untersuchungszeitraum zeigte sich in dieser Gruppe eine sehr grof3e
Variabilitét bei der individuellen Wachstumsleistung. Insgesamt war die Leistung der Te-
gernsee-Saiblinge unter den gegebenen Bedingungen unterdurchschnittlich. Die Fische
verfiigten iiber eine gute Kondition und - mit Ausnahme héufig festgestellter Milzschwel-
lung - iiber einen guten Gesundheitszustand.

IV. Walchensee

Die Herkunft Walchensee konnte erfolgreich erbriitet werden. Wihrend der Anfiitterung
kam es zu einem schweren Verlustgeschehen, da die Briitlinge nicht das Trockenmischfut-
termittel annahmen. Auch die angebotene Naturnahrung wurde nur zogerlich akzeptiert.
Wihrend des Herkunftsvergleiches wiesen die Fische ein extrem heterogenes GrofBen-
wachstum auf und verfiigten insgesamt iiber die geringsten Leistungseigenschaften: Neben
der unterdurchschnittlichen Wachstumsleistung und der geringen Futterverwertung spricht
der hohe Gonadosomatische Index gegen eine Eignung fiir die Aquakultur.

V. Hintersee

Die Herkunft Hintersee zeichnete sich durch sehr geringe Verluste wihrend der Erbriitung
und Aufzucht aus. Die Anfiitterung der Larven erwies sich als relativ unkompliziert, die
Trockenfuttermittel wurden gut angenommen. Im Vergleich zu oben genannten Herkiinf-
ten verfiigte die gesamte Charge iiber ein homogenes Wachstum, welches nur von der
Herkunft Bodensee iibertroffen wurde. Die Fische waren sehr gut konditioniert und ver-
fligten iiber einen guten Gesundheitszustand.

VI. Bodensee

Unter den gegebenen Bedingungen zeigte die Herkunft Bodensee die besten Leistungsei-
genschaften fiir die Aufzucht in Aquakultur. Wéhrend der Erbriitung und dem Schlupf
kam es allerdings zu erheblichen Ei- und Larvenverlusten. Bei der anschlieenden
Anfiitterung nahmen die Fische von Anfang an das angebotene Trockenmischfuttermittel
auf. Daher kam es ab diesem Zeitpunkt nur zu geringen Verlusten. Wihrend des Her-
kunftsvergleiches verfiigten sie iiber die beste Wachstumsleistung und tendenziell auch
iber ein gleichméBigeres Groenwachstum. Der geringe Gonadosomatische Index (GSI)
spricht fiir eine ausreichend spite Laichreife, die ein lang andauerndes somatisches
Wachstum garantiert. Auch waren die Bodensee Seesaiblinge mit hohen Bruttoenergiege-
halten am besten konditioniert.

VII. Starnberger See

Die Erbriitungsperiode der Herkunft Starnberger See war bis zum Schlupf von hohen Ver-
lusten geprigt. Obwohl die Larven bei der anschlieBenden Anfiitterung anfinglich die
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Aufnahme der Trockenmischfuttermittel verweigerten und mit gefrorenem Plankton zuge-
fiittert werden mussten, gelang es, einen groB3en Teil der Charge erfolgreich aufzuziehen.
Die Ergebnisse der Untersuchungen deuten auf eine gute Eignung dieser Herkunft hin. Die
Fische waren gut konditioniert und gesund. Sie verfiigten iiber eine gute Wachstumsleis-
tung, die allerdings von einer heterogenen Grofenverteilung geprédgt war. Die nur wenig
fortgeschrittene Gonadenentwicklung lisst auf eine ausreichende Spitreife schlie3en.

Die wesentlichen, in der vorliegenden Untersuchung festgestellten Herkunftsunterschiede
sind in der nachfolgenden Tabelle 18 zusammengefasst. Dabei ist anzumerken, dass die
Bewertung unter der Einschrinkung nicht homogener Stichproben (Anzahl Elterntiere,
Anpaarungsschema, Eiqualitit, Transportdauer, Schlupfzeitraum) erfolgte.

Tabelle 18: Bewertende Darstellung wichtiger Leistungskriterien der untersuchten
Saiblingsherkiinfte nach der Aufzucht unter standardisierten Aquakulturbedingungen.

Herkunft Erbrii- Anfiitterung / Wachstum | Futterver- Fitness Mortali-
tungs- | Futterakzeptanz wertung tat
erfolg (TF)

Ammersee - - n.u. n.u. n.u. n.u.

Konigssee - + n.u. n.u. n.u. n.u.

Tegernsee - - - - O O

Walchensee O - - - O O

Hintersee + 0] O + O O

Bodensee + 0] + + 0] O

Starnberger See O O O O O O

(+ = iiberdurchschnittliche Leistung, O = mittlere Leistung, - = geringe Leistung, n.u. = nicht untersucht)

Aus dieser zusammenfassenden Betrachtung wird deutlich, dass die Seesaiblinge aus dem
Bodensee unter den gegebenen Beprobungs- und Aufzuchtbedingungen die beste Leis-
tungsfahigkeit zeigten.
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Abb. 14: Laichfisch Hintersee

Abb. 15: Laichfisch Ammersee

Abb. 16: Laichfisch Tegernsee
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Abb. 17: Laichfisch Walchensee

Abb. 19: Laichfisch Starnberger See
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Abb. 22: Seesaibling Griinsee
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Abb. 23: Laichfischfang auf dem Konigssee

Erbriitung

Abb. 24: Netzbefischung des Griinsee

Abb. 25: Separate Erbriitung der Herkiinfte in Unterstromkisten

Abb. 26: Eier der Herkunft Ammersee
im Augenpunktstadium

Abb. 27: Eier der Herkunft Bodensee im
Augenpunktstadium
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Abb. 28: Eier der Herkunft Hintersee Abb. 29: Eier der Herkunft Starnberger
im Augenpunktstadium See im Augenpunktstadium

Abb. 30: Eier der Herkunft Tegernsee Abb. 31: Eier der Herkunft Walchensee

im Augenpunktstadium im Augenpunktstadium
Anfiitterung

Abb. 32: Angefiitterte Brut — Herkunft Abb. 33: Angefiitterte Brut — Herkunft
Ammersee Hintersee
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Abb. 34: Angefiitterte Brut — Herkunft Abb. 35: Angefiitterte Brut — Herkunft
Starnberger See Tegernsee

s

Abb. 36: Angefiitterte Brut — Herkunft Abb. 37: Angefiitterte Brut — Herkunft
Walchensee Bodensee

Aufzucht (ca. 2 g)

Abb. 39: Herkunft Starnberger See
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Abb. 40: Herkunft Bodensee Abb. 41: Herkunft Tegernsee
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Abb. 43: Herkunft Wal

chensee

Abb. 44: Herkunft Konigssee

Herkunftsvergleich

Abb. 45: Beckenanlage des Instituts fiir Abb. 46: Aufzucht in Rundbecken
Fischerei in Starnberg

Beginn des Herkunftsvergleiches (ca. 5 g)

Abb. 47: Juveniler Seesaibling - Herkunft Tegernsee
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Abb. 48: Juveniler Seesaibling - Herkunft Walchensee

Abb. 49: Juveniler Seesaibling - Herkunft Hintersee

Abb. 51: Juveniler Seesaibling - Herkunft Starnberger See
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Endauswertung

Abb. 52: Tegernsee

Abb. 53: Walchensee
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Abb. 54: Hintersee
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Abb. 55: Bodensee

Abb. 57: Herkunft Tegernsee: Veridnderungen an der Milz
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Abb. 58: Leber ohne alimentédre Verdnderungen

Abb. 59: Gonadenentwicklung eines Milchners der Herkunft Tegernsee zu Versuchsende

Abb. 60: Gonadenentwicklung eines Rogeners der Herkunft Tegernsee zu Versuchsende
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Abb. 61: Gonadenentwicklung eines Milchners der Herkunft Tegernsee

Abb. 62: heterogene Wachstumsleistung der Herkunft Walchensee
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4 Berichtsteil II: Untersuchungen zur Genetik

Dr. Ulrich Schliewen, Zoologische Staatssammlung Miinchen (ZSM)

4.1 Material und Methoden

4.1.1 Auswahl der beprobten Populationen

Aus den Befischungen lagen Gewebeproben (Flossenabschnitte) folgender rezenter Wild-
populationen vor: Bodensee, Seealpsee, Ammersee, Starnberger See, Walchensee, Te-
gernsee, Konigssee, Hintersee, Griinsee, Soiernsee. Die Proben aus dem Bodensee und
Hintersee stammen nicht aus einer direkten Befischung, sondern wurden aus Briitlingen
(Bodensee) und Jihrlingen (Hintersee) eines erfolgreichen Laichfischfangs gewonnen. Die
Proben des Ammersees, Starnberger Sees, Walchensees, Tegernsees und Konigssees
stammen direkt von Laichfischfingen, die der Hochgebirgsseen Soiernsee, Griinsee und
Seealpsee wurden von adulten Wildfischen auBlerhalb der Laichzeit gewonnen. Histori-
sche Schuppenproben aus der Zoologischen Staatssammlung (ZSM) lagen aus dem Bo-
densee, Ammersee, Starnberger See, Walchensee, Schliersee, Tegernsee, Konigssee und
Obersee und Hintersee vor.

4.1.2 Vorbereitung der rezenten Proben

DNA-Extraktion und -Konzentrationsbestimmung. Aus etwa 2 mm” Gewebestiicken,
der in 96%igem Ethanol p.A. konservierten Flossenschnipsel wurden mit Hilfe des kom-
merziellen DNeasy Blood & TissueTissue Kits (Fa. Qiagen) nach Protokollvorgabe DNA
extrahiert. Die Konzentration der Extrakte wurde mit Hilfe der NanoDrop®-Technologie
(Fa. peQLab Biotechnologie GmbH) spektrophotometrisch bestimmt.

DNA-Konzentrationsmessung und —einstellung. Die Konzentration der Extrakte wurde
mit Hilfe der NanoDrop®-Technologie (ND-1000; Fa. peQLab Biotechnologie GmbH)
spektrophotometrisch bestimmt. Da fiir die AFLP-Technik hochmolekulare DNA verfiig-
bar sein muss, wurden anschlieend jeweils 2 ul DNA auf ein 0,8%iges Agarose-Gel (mit
Ethidiumbromidanteil) aufgetragen, und unter UV-Beleuchtung darauf hin begutachtet, ob
hochmolekulare DNA vorhanden ist. SchlieBlich wurde die DNA aller hochwertigen Ex-
trakte auf eine einheitliche Konzentration von 25 ng/ul durch Zugabe von H,0 (bidest)
eingestellt.

4.1.3 Vorbereitung der historischen Schuppenproben

DNA-Extraktion. Um Kontamination mit moderner Saiblings-DNA zu vermeiden, wurde
die Extraktion der historischen Schuppenproben von der Firma Eurofins Medigenomix
GmbH (Ebersberg) hausextern durchgefiihrt. Diese Firma ist ISO 9001 und ISO 17025
akkreditiert und ein fithrendes Unternehmen in der DNA-Spurenanalytik fiir Tiere. Dazu
wurden von Seiten der ZSM die 450 Schuppenproben mit anhaftendem Gewebe in den
originalen Papiertiitchen {ibergeben und nach einem firmeninternen Protokoll extrahiert.

DNA-Qualitidtsbestimmung. FEine direkte Konzentrationsmessung degradierter und
gleichzeitig sehr gering konzentrierter DN A-Extrakte ist in der DNA-Spurenanalytik nicht
sinnvoll, weil Fremd-DNA, wu.a. auch weil durch Bakterien-DNA die
organismenspezifische Konzentrationsbestimmung verfilscht werden kann und die DNA-
Messgenauigkeit in diesem Bereich mit durchschnittlichen Methoden nicht exakt ist. Die
Extrakte wurden deshalb von der Eurofins Medigenomix GmBH auf ihren auswertbaren
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DNA-Gehalt mittels RealTime-PCR und SYBR Green® und einem bei Seesaiblingen
nachweislich funktionierenden Mikrosatelliten-Locus MST85 (ESTOUP et al.,1987) auf ih-
re Auswertbarkeit mittels PCR-Technologie hin analysiert. Die ermittelten Realtime-PCR-
Produktkonzentrationen wurden in einem Excel-Arbeitsblatt dokumentiert. Die 450 Ex-
trakte wurden in zwei Aliquots partitioniert und zusammen mit der Dokumentation an die
ZSM zur weiteren Verarbeitung iibergeben. Es ergaben sich aber keine deutlichen Korre-
lationen zwischen der RealTimePCR-Quantitidt und dem spéteren Amplifikationserfolg fiir
6 Genorte.

414  Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) Analyse

Prinzip. Das Verfahren basiert auf der selektiven Vervielfiltigung von spezifischen DNA-
Fragmenten, die zunidchst durch gezieltes Schneiden der genomischen DNA aus den
DNA-Extrakten mit so genannten Restriktionsenzymen generiert werden. Das Vorhanden-
sein bzw. Fehlen einzelner Schnittstellen im Genom unterscheidet sich zwischen einzelnen
Individuen und Populationen. Im Rahmen dieses ersten Schneideprozesses entsteht aller-
dings zunichst eine zu gro3e Anzahl von DNA-Einzelfragmenten, die einzeln ansprechbar
und damit nicht auswertbar wiren. Der Trick bei der AFLP-Technologie besteht darin,
dass die anfinglich zu hohe Anzahl der zunichst genierten DNA-Restriktionsfragmente
durch eine gezielte Selektion durch zwei selektive Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
Schritte verringert wird, diese wenigen Stiicke aber gleichzeitig gezielt vervielfaltigt wer-
den, um analysierbare Mengen der ausgewdhlten Einzelfragmente herzustellen. So ent-
steht eine immer noch sehr grof3e, aber dennoch unterscheidbare und damit erst auswertba-
re Anzahl von DNA-Fragmenten, die iiber das ganze Genom verteilt sind (VOS et al.
1995). Diese Fragmente werden elektrophoretisch auf einem DNA-Sequenzierautomat
aufgetrennt und ihre jeweilige Fragmentgrofe genau bestimmt. Im Vergleich zu allen an-
deren Proben wird fiir jede Probe einzeln festgestellt, welche Fragmente, die im Gesamt-
datensatz vorkommen, vorhanden sind oder nicht. So kann fiir jede Einzelprobe festge-
stellt werden, welche Fragmente mit anderen untersuchten Individuen und Populationen
geteilt werden, bzw. welche Fragmente nur bei einzelnen Individuen und Populationen
vorkommen. Aus diesen Gemeinsamkeiten und Unterschieden kann iiber verschiedene
Analysemethoden der Ahnlichkeitsgrad zwischen Individuen und Populationen berechnet
werden, der wiederum Riickschliisse iiber Verwandtschaftsverhiltnisse zulasst.
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Abb. 63: Schema der AFLP-Reaktionsschritte.

Analyseschritte und Laborprotokolle

Restriktion-Ligation. Das gesamte Genom wird mit den Restriktionsenzymen EcoRI
(schneidet selten im Genom) und Msel (schneidet oft) vollstindig geschnitten. Jedes Rest-
riktionsenzym hat eine spezifische Erkennungssequenz, die die Schnittstelle im DNA-
Strang festlegt und meist aus vier bis acht Basenpaaren besteht. Da die Restriktions-
schnittstellen im Genom in der Regel nicht gleichméaBig verteilt sind, erhélt man verschie-
den groBe Fragmente: (1) Lange Fragmente, die an beiden Seiten eine EcoRI-Schnittstelle
haben;. (2) Sehr kurze Fragmente, die beidseitig von Msel geschnitten wurden; (3) Frag-
mente, die von beiden Enzymen geschnitten wurden. Nur diese Fragmente werden in der
folgenden selektiven PCR vervielfdltigt. Die Restriktionsenzyme schneiden die
doppelstrangige DNA so, dass Enden entstehen, die wenige Basen lang einzelstriangig sind
(,,sticky ends*). Die Sequenz der Enden ist aufgrund der bekannten Restriktionsschnittstel-
le immer gleich. Da die Sequenz der ,,sticky ends* bekannt ist, kann man synthetische
Adaptoren (synthetisch hergetellte, kurze DNA-Stringe, so genannte Oligonukleotide)
herstellen, die ebenfalls ,,sticky ends* aufweisen und komplementédr zu der Schnittstelle
sind. Die Adaptoren bestehen also aus der Restriktionsschnittstellen- Erkennungs-Sequenz
und zusitzlich noch einem Stiick (Core-Sequenz), das fiir die nun folgende PCR komple-
mentir zu den PCR-Primern ist. Diese Adaptoren lagern sich an die frei liegenden Restrik-
tionsschnittstellen-Enden an (Ligation).

Laborprotokoll: Diese Reaktion wurde in einem Schritt durchgefiihrt. 2.75 pl DNA und
8.25 ul Mastermix (1.1 pl 10x T4 Ligase Puffer; 0.55 ul NaCl (1 M); 0.55 ul BSA
(Img/ml), 3.97 ul PCR-H,O; 1 pl Adaptorenpaar Msel (50 pm/pl) mit Sequenz 1:
GACGATGAGTCCTGAG und Sequenz 2: TACTCAGGACTCAT);1 ul Adaptorenpaar
EcoRI (5pm/pl) mit Sequenz 1: CTCGTAGACTGCGTACC und Sequenz 2:
AATTGGTACGCAGTCTAC; 0.02 wl Msel-Enzym (1U = 0.02 pl); 0.05 pl EcoRI-
Enzym (5U = 0.05 pl); 0.015 pl T4Ligase (6 Weiss-Units)) wurden dazu in einem 0.2 ml
Reaktionsgefill gegeben. Nach einer kurzen Zentrifugation bei 8000 rpm wurden die Pro-
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ben in einem Thermocycler bei 37°C fiir 2 Stunden und bei 16°C fiir 8 Stunden inkubiert.
Das resultierende Reaktionsprodukt wurde in 39 pl sterilem H,O verdiinnt.

Priiselektive Vervielfiltigung. Diese erste selektive PCR wird mit Oligonukleotiden
(PCR-Primern) durchgefiihrt, die komplementir zur Core-Sequenz sind, aber zusétzlich
ein selektives Nukleotid an einem Ende (3’-Ende) haben. Das selektive Nukleotid redu-
ziert die Fragmentanzahl auf ein Sechszehntel. Unter den nun angewendeten stringenten
PCR-Bedingungen werden nur Fragmente, die genau zu den Primern passen, amplifiziert.

Laborprotokoll: 4 pl des verdiinnten RL-Produktes und 16 pl Primdramplifikations-
Mastermix (je 2 pl DNTP 2mM; 2 pl 10x PCR Puffer; 2 pl MgCI2 (25mmol); 1 pl
praselektive Amplifikationsprimer (EcoRI-A; Msel-C; 0.15 pl Tag-Polymerase (SU/ ul);
8.85 pul PCR-H,0O) wurden in einem 0.2 ml Reaktionsgefdfl gemischt und mit 8000 rpm
abzentrifugiert, und in einem Thermocycler mit Hilfe der PCR bei folgendem Profil amp-
lifiziert (sieche Abb. 64):

9°c | 94 °C
2.00 min
60 °C
0.5 min

4°C

endless

Abb. 64: PCR-Temperaturprofil fiir die priaselektive Amplifikation.

9 upl des resultierenden Priamplifikationsprodukts wurden mittels Agarosegel-
Elektrophorese zur Kontrolle bei 55V und 400mA aufgetrennt (1.5 %, angefirbt mit
Ethidiumbromid; GroBenstandard 1Kb-Leiter). Erfolgreich prozessierte Proben waren als
Schmierbande in einem GroBenbereich von 100-1500 bp unter UV-Licht sichtbar. Das iib-
rige Produkt wurde fiir die folgende selektive Amplifikation in 190 pl H>O verdiinnt.

Selektive Amplifikation. Die zweite selektive PCR-Vervielfiltigung reduziert die Anzahl
der in der priselektiven Vervielfiltigung generierten Fragmente weiter durch die Verwen-
dung von Primern mit zwei zusitzlichen selektiven Nukleotiden. Durch nun insgesamt
drei selektive Nukleotide wird schlielich nur noch jedes 256. Fragment aller urspriinglich
aus der Restriktion/Ligation stammenden Fragmente vervielfiltigt. Der Primer der EcoRI-
Schnittstelle wird mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, um ihn bei der Elektrophorese
auf dem Sequenzierautomaten detektierbar zu machen.

Laborprotokoll: 1.76 ul des verdiinnten Praamplifikations-Produktes und 8.5 pul Selektiv-
amplifikations-Mastermix (je 1 ul DNTP 2mM; 1 ul 10x PCR Puffer; 1 pul MgCI2
(25mmol); 0.5 pl selektive Amplifikationsprimer (EcoRI-Axx (1 pM), verwendete
Primerkombinationen siehe Tab. 1); Msel-Cxx (5 pM, verwendete Primerkombinationen
sieche Tab. 1); 0.075 pl Tag-Polymerase (SU/ ul); 4.425 pl PCR-H,0) wurden in einem 0.2
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ml Reaktionsgefid3 gemischt. Jeweils einer der beiden selektiven Primer (EcoRI-Primer)
wurde mit einem Fluoreszenz-Farbstoff markiert, um die Fragmente auf dem automati-
schen Sequenzierer mit Laser anregen zu konnen. Insgesamt wurden 14
Primerkombinationen verwendet. Welche Primer mit welchen Farbstoffen markiert wur-
den ist Tab. 19 zu entnehmen.

Tab. 19: Selektive Primerkombinationen fiir die AFLP-Genotypisierung. * Primer, die mit
einem der beiden Fluoreszent-Farbstoffe HEX oder FAM markiert wurden. Jeweils aufei-
nanderfolgende Primerkombinationen wurden gemeinsam in einem Elektropheselauf pro-

zessiert, da sie unterschiedlich farblich markiert waren.

Primer- .
kombination il Primer 2 Lt
1 EcoRI AGG* Msel CTG HEX*
2 EcoRI ACA* Msel CAA FAM*
3 EcoRI ACT* Msel CAG HEX*
4 EcoRI ACC* Msel CAT FAM*
5 EcoRI AGG* Msel CTA HEX*
6 EcoRI ACA* Msel CAT FAM*
7 EcoRI ACT* Msel CTT HEX*
8 EcoRI AGC* Msel CTC FAM*
9 EcoRI AGG* Msel CAA FAM*
10 EcoRI AGC* Msel CAC FAM*
11 EcoRI AGG* Msel CTT FAM*
12 EcoRI AGC* Msel CAG FAM*
13 EcoRI ACT* Msel CAC FAM*
14 EcoRI ACC* Msel CTC FAM*

Das Reaktionsgemisch wurde mit 8000 rpm abzentrifugiert, und in einem Thermocycler

mit

Hilfe der

PCR Dbei

folgendem Profil

amplifiziert

(siche Abb.

65).
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Abb. 65: PCR-Temperaturprofil fiir die selektive Amplifikation (* Reduktion der Tempe-
ratur in 1°C-Schritten von 66°C auf 56°C).

Elektrophorese und Detektion der Fragmente. Die reduzierte Anzahl Fragmente werden
auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel in einem Kapillar-Sequenzierautomaten
elektrophoretisch aufgetrennt. Die negativ geladenen DNA-Fragmente wandern im elekt-
rischen Feld durch die Gelmatrix zum Pluspol. Hierbei werden die DNA-Molekiile der
GroBe nach sortiert, weil sich kleinere Fragmente schneller durch die Poren des Gels be-
wegen als grofle Stiicke. Die Fluoreszenz-markierten Fragmente werden im automatischen
Sequenzierautomaten durch einen Laserstrahl angeregt, ihre Emission detektiert und die
Signale in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt, an dem sie wéhrend der Elektrophorese den La-
serstrahl passieren mit einer speziellen Software auf ihre Fragmentgrée hin ausgewertet.
Laborprotokoll: Die GroBle der selektiven Amplifikationsprodukte wurde auf dem
Kapillarsequenzierer AB3130 (Fa. Applied Biosystems) zusammen mit dem Grof3enstan-
dard ROX 500 XL (Fa. Applied Biosystems) elektrophoretisch unter Nutzung des
Sequencer-integrierten Programms Genescan 4.0 (Fa. Applied Biosystems) und
Fragmentanalyse-Standardgeriteeinstellungen bestimmt. Dazu wurde jeweils 1.75 ul des
Produktes jeweils einer Primerkombination mit 6.5 pul Formamid-Losung (Fa. Amersham)
und 0.15 pl des GroBenstandards gemischt, bei 95°C fiir drei Minuten in einem
Thermocycler denaturiert und schlieBlich fiir 2 min auf Eis abgekiihlt.

Qualititssicherung. Nicht alle Signale, die in Form von so genannten
Elektropherogrammen auf dem Sequenzierautomaten abgebildet werden, sind von guter
Qualitdt. Zudem kann es zu Unterschieden zwischen verschiedenen Elektrophorese-
Durchgingen kommen, weshalb die Signale verschiedener Durchldufe auf ihre Kompati-
bilitdt (Platteneffekt) hin iiberpriift werden miissen, bevor sie in gemeinsamen populati-
onsgenetischen Analysen verwendet werden. Aus diesen Griinden wird (1) die
Elektorpherogramm-Qualitdt durch Beurteilung der Signale im Vergleich zu dem immer
vorhandenen Grundrauschen an Signalen hin iiberpriift. Proben mit z.T. schlechter Daten-
qualitit wurden verworfen. (2) Die beiden getrennten Elektorphorese-Durchliufe (zwei
Platten 4 96 Proben, auf denen jeweils alle Probestellen gleichméfig reprédsentiert waren)
pro selektiver Primerkombination wurden als Replikate behandelt und getrennt analysiert.

Qualitdtssicherungs-Protokoll: Elektropherogramme wurden einzeln visuell begutachtet.
Solche mit bereits bei der Ansicht subjektiv schlechter Datenqualitét (extrem viele unspe-
zifische Banden unter 50 rfu; extrem hohe rfu-Werte bei einzelnen Fragmenten) wurden
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sicherheitshalber verworfen. Um die Gefahr zu minimieren, dass benachbarte
Fragmentgroflen besonders im Bereich der niedrigen Fragmentgrofen inkonsistent zuge-
ordnet werden, wurden alle Fragmentklassen, die nach dem Binning weniger als 0.25 bp
voneinander entfernt lagen, aus dem Excel-Datenblatt entfernt. So wird sichergestellt, dass
der Grad an Homoplasie im Datensatz weitgehend reduziert ist. Die Daten aus beiden
Replikaten (Platten) wurden getrennt ausgewertet, um den Platteneffekt zu minimieren.

Zuordnung von detektierten Fragmentgrofien zu Allelklassen (,,Binning*) und Erstel-
len einer bindren Datenmatrix. Bei der Detektion der Fragmentgrofen macht der
Sequenzierautomat einen gewissen Fehler, d.h. Fragmenten gleicher GroB3e konnen leicht
unterschiedliche Fragment-Groflenwerte zugeordnet werden. Um diesen Fehler zu mini-
mieren, werden die detektieren Fragmentgroen aller Proben zusammengefasst und auf
ihre Zuordnung zu einer Fragment-GroBenklassen hin analysiert (,,Binning*). Da einzelne
Fragmente sich in ihrer GroBe minimal durch einen Unterschied von genau einer
Basenlidnge unterscheiden miissen, werden Fragmente, die nach einem objektiven Kriteri-
um nicht eindeutig von Nachbarfragmenten der nédchst hoheren oder —niedrigeren Grofe
zu unterscheiden sind, entfernt, bevor eine bindre Datenmatrix erstellt wird. Die finale Da-
tenmatrix ist eine 0/1 Matrix, die fiir jedes Individuum das Vorhandensein oder Fehlen ei-
nes Fragmentes nach qualititssichernder Bereinigung der Primérdaten widergibt.

Binning-Protokoll: Die Primdrdaten wurden im Auswertungsprogram Genemapper 4.0
(Fa. Applied Biosystems) mit einer minimale Detektionsschwelle von 50 rfu (relative Flu-
oreszenzeinheiten) fiir die Fragmente und 10-50 rfu fiir den GroBenstandard festgelegt.
Fragmente wurden automatisiert in diesem Programm als zu einer Groenklasse zugehorig
analysiert, wenn sie nicht mehr als 0.65 bp in den absoluten Fragmentldngen auseinander
lagen. Die resultierenden Daten wurden schlieBlich in ein Excel-Datenblatt exportiert.

4.1.5  Mikrosatellitentypisierung

Prinzip. Mikrosatelliten, urspriinglich ,,simple sequence repeats* (SSR) genannt, sind
hochpolymorphe DNA-Abschnitte, die iiber das gesamte Kerngenom verteilt sein kdnnen.
Sie bestehen aus tandemartig wiederholten Einheiten von 2-5 bp langen DNA-Motiven
und konnen im Sdugetiergenom an bis zu 10° Genorten (Loci) vorliegen (TAUTZ, 1993).
Aufgrund des repetitiven Aufbaus der Mikrosatelliten kann es bei der DNA-Replikation
natiirlicherweise zu einem so genannten Stotterbanden (,,slippage®) kommen, einer Fehl-
paarung der beiden DNA-Stringe, und somit zu einer Verdnderung der Linge des Mikro-
satelliten (LEVINSON UND GUTMAN, 1987). Man fiihrt das hohe MaB} von Lingenpolymor-
phismen bzw. die hohe Mutationsrate dieses DNA-Typs im Wesentlichen auf diesen Me-
chanismus bei der Replikation zuriick. Die Mutationsrate wird auf 107 bis 10” pro Gamet
und Generation geschitzt. Die Mikrosatelliten-Genotypisierung dient dazu, diese Lingen-
polymorphismen (Allele) zu detektieren, und sie sich so fiir die populationsgenetische
Fragestellungen zu Nutze zu machen. Mittels der PCR werden die Mikrosatelliten ampli-
fiziert und anschlieBend auf einem Sequenzierautomaten elektrophoretisch aufgetrennt.
Man unterscheidet verschiedene Typen von Mikrosatelliten, die sich auch in ihrer Mutati-
onsrate unterscheiden. Grundsitzlich scheinen di-nukleotid Wiederholungseinheiten eine
hohere Mutationsrate zu haben, als tri- oder tetra-nukleotid Motive. Man findet auch zu-
sammengesetzte Mikrosatelliten aus verschiedenen Wiederholungseinheiten und unterbro-
chene Mikrosatelliten, bei denen das Wiederholungsmotiv von einer nicht-repetitiven Ab-
folge von DNA-Basen unterbrochen ist. Unterbrochene Loci sind oft stabiler und damit
weniger variabel als rein repetitive Mikrosatelliten. Mutationen in den Primerregionen,
d.h. den Regionen an denen die PCR angreift, um den jeweiligen Locus zu amplifizieren,



Berichtsteil II: Untersuchungen zur Genetik 63

konnen dazu fiihren, dass bestimmte Allele nicht amplifiziert werden (Nullallele) und so-
mit filschlicherweise ein Uberschuss an Homozygoten erhalten wird. Auch schlechte
DNA-Qualitit, wie sie z.B. bei historischen oder forensischen Proben vorliegt, kann zu
Nullallelen fiihren. Dies kann zu falschen Schlussfolgerungen beziiglich der Populations-
struktur ~ filhren, weswegen mit populationsgenetischen Methoden auf ein
Heterozygotendefizit getestet wird. Um Schlussfolgerungen iiber die genetische Struktur
von Populationen anhand von Mikrosatellitendaten ziehen zu konnen, ist es auch wichtig,
die zugrundeliegenden Mutationsprozesse dieser DNA-Abschnitte zu verstehen.

Analyseschritte und Laborprotokolle

PCR-Amplifikation (7 Primerpaare). Im vorliegenden Projekt wurden sieben Mikrosatel-
liten-Genorte verwendet, die sich bereits in fritheren Studien als fiir Seesaiblinge hochpo-
lymorph herausgestellt hatten, und fiir die bereits PCR-Laborprotokolle entwickelt worden
waren (BRUNNER et al., 1998; ENGLBRECHT et al., 2002). Einer der beiden Primer wurde
zur Detektion mittels Laseranregung auf dem automatischen Sequenzierer mit einem der
beiden Farbstoffe FAM oder HEX markiert. Die sieben Genorte wurden nach vorherge-
gangenen Tests in nur drei zusammengefassten Reaktionen (Multiplex-Reaktionen) mit-
tels PCR amplifiziert und anhand der unterschiedlichen Fragmentlingen und Farbstoff-
markierungen im Sequenzierer elektrophoretisch aufgetrennt.

Tab. 20: Verwendete Mikrosatellitenloci, PCR-Primer und Multiplex-Kombinationen.

Locus Multiplex | Primer Quelle
MST-85 1 5" FAM-GGAAGGAAGGGAGAAAGGT PRESA UND GUYOMARD,
5  GGAAAATCAATACTAACAA 1996
Sa72ZIM 1 5 HEX-AACTTCAAGATATATGATGT ENGLBRECHT et al., 2002
5" ATTCGTTTAGTCTGAGAA
Sfo-8 2 5" HEX-CAACGAGCACAGAACAGG ANGERS et al., 1995
5" CTTCCCCTGGAGAGGAAA
Ssa-85 D) 5 FAM-AGGTGGGTCCTCCAAGCTAC O’REILLY et al., 1996
5" GTTTCTTACCCGCTCCTCACTTAATC
Omy21 D) 5 HEX-GCATTGGCGTAATGAGAAGG DANZMANN et al., 2005
5" CTGACGGACATATCAGCCC
CoCl-3 3 5 HEX-AGTGTAATAAATCACCCGAG BERNATCHEZ, 1996
5" GTTTCAGGTTTGGTAAGCAAG
Sfo-23 3 5" HEX-GTGTTCTTTTCTCAGCCC ANGERS et al., 1995
5" AATGAGCGTTACGAGAGG

Laborprotokoll: Als Grundlage fiir die Mikrosatelliten-Amplifikation wurde das
Multilplex-PCR-Kit (Fa. Qiagen), das speziell fiir die Multiplex-PCR mehrerer
Mikrosatellitenloci entwickelt wurde. Fiir jede Reaktion wurde in einem Reaktionsvolu-
men von 10 pl folgende Bestandteile zusammengefiihrt: 1 ul des DNA-Extraktes, 1 pl Q-
Solution aus dem Kit, 5 pl des Multiplex-Mastermixes, sowie jeweils 0,5 pl Primer. PCR-
Wasser wurde je nach Multiplex-Primerkombination bis zu dem Gesamtvolumen von 10
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ul aufgefiillt. Alle Reaktionen wurden unter den gleichen Temperaturprofilen im
Thermocycler prozessiert: anfianglich 15 bei 95°C; darauf 39 Zyklen aus: Denaturierung
307" 94°C, 90" Annealing bei 55.6°C, 90" Elongation bei 72°C; abgeschlossen wird das
Profil mit einer finalen Elongation von 10” bei 72°C, bevor das Produkt auf unbestimmte
Zeit auf 10°C heruntergekiihlt wird.

Elektrophorese und Detektion der Fragmente. Die Mikrosatelliten-Fragmente wurden
wie beil der AFLP-Electrophorese beschrieben aufgetrennt und detektiert.

Qualititssicherung. Nicht alle Elektropherogramme enthielten Signale, die eindeutig als
»slippage“-Stotterbanden identifizierbar waren, wie sie typisch fiir Dinukleotid-
Mikrosatelliten sind. In einem subjektiven Qualititsscreen wurde diese aus der weiteren
Analyse ausgeschlossen. Der Locus Omy21INRA erbrachte im Ganzen keine reprodu-
zierbaren Ergebnisse, enthielt offensichtlich Amplifikationsprodukte mehrerer Genorte
und wurde deshalb von der weiteren Primérdaten- und Folgeanalyse ausgeschlossen. Fiir
die endgiiltige Datenanalyse der Amplifikate aus historischen Schuppenproben wurden
nur solche Elektropherogramme verwendet, die in zwei unabhingigen PCRs (Duplikat-
Versuche) die gleichen eindeutigen Elektropherogramme ergaben. Zur Qualititssicherung
wurden bei der Primirdatenanalyse jeweils beide Replikate begutachtet und das Replikat
mit der hoheren Fluoreszenzintensitit bei der Beurteilung der Fragmentgrofen (s.u.) be-
vorzugt.

Zuordnung von detektierten Fragmentgrofien zu Allelklassen (,,Binning*) und Erstel-
len einer bindren Datenmatrix. Auch bei der Mikrosatelliten-Fragmentanalyse macht der
automatische Sequenzierer einen gewissen Fehler. Dieser wird analog zur Vorgehenswei-
se bei der AFLP-Analyse bei der Primardatenanalyse beriicksichtigt, bevor Fragmente als
homozygot fiir ein Fragment bestimmter Grofle oder als heterozygot Allele klassifiziert
werden konnen.

Binning-Protokoll: Die Elektrophoresedaten wurden zunéchst mit einer minimale Detekti-
onsschwelle von xxx rfu (relative Fluoreszenzeinheiten) fiir die Fragmente und xx-xx rfu
fiir den GroBenstandard auf distinkte Peaks hin analysiert, und allen angesprochenen Fluo-
reszenzpeaks wurde eine Fragmentgrofle zugeordnet. Diese Primédrdaten wurden darauthin
in das Auswertungsprogramm Genemapper 4.0 (Fa. Applied Biosystems) importiert, um
automatisiert ein ,,Binset” mit den Analyseparametern XXX zu erstellen, d.h. iiber alle
Fragmente hinweg wurde Allelklassen fiir das gesamte Datenset festgelegt. Innerhalb des
Programms wurden darauthin manuell jedes einzelne Elektropherogramm manuell iiber-
priift (,,nachgeklickt*), um so ein oder zwei Fluoreszenzpeaks als Allel 1 und Allel 2 an-
zusprechen, weil die automatische Detektion wegen unterschiedlicher Fluoreszenz-
Peakhohen besonders bei den historischen Schuppenproben nicht zuverldssig war. Waren
die Elektropherogramme der Stotterbanden durch einen einzigen hochsten Peak charakte-
risiert, die nach beiden FragmentgroBen hin von kontinuierlich niedriger werdende
Stotterpeaks umgeben waren, wurde dieser eine Peak als homozygotes Allelpaar definiert.
Gab es einen identisch grolen zweiten Nachbarpeak oder zwei hohe Peaks, die jeweils
von niedrigeren Nachbarpeaks umgeben waren, so wurden diese als zwei getrennte Allele
gewertet (heterozygotes Allelpaar). Die resultierenden Daten wurden schlieBlich in ein
Excel-Datenblatt zur weiteren Analyse exportiert. Dieses Excel-Datenblatt enthélt nicht
diskrete Allellingen, die mit Hilfe des Programms TANDEM 1.08 (MATSCHINER UND
SALZBURGER, 2009) zu diskreten Fragmentgroen typischer Dinucleotid-Repeats trans-
formiert werden. Dies geschieht so, dass der Rundungsfehler minimiert wird.
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4.1.6 Datenauswertung

Die populationsgenetische Differenzierung mehrerer Populationen einer Art oder auch
mehrerer sehr nah verwandter Arten kommt dadurch zustande, dass genetische Merkmale
nicht gleich verteilt sind, weil der Genfluss zwischen ihnen reduziert ist. Dies kann durch
rdumliche, 6kologische oder auch ethologische Trennung geschehen. Besonders in kleinen
isolierten Populationen sterben durch stochastische Effekte (Gendrift), aber auch durch
Selektion und Mutation einzelne genetische Merkmale (Allele) eines Genortes aus, wih-
rend andere im Vergleich zu anderen Populationen iiber- oder unterreprisentiert sind und
sich sogar fixieren konnen. Dies liegt daran, dass in groBen einheitlichen Populationen
theoretisch freier Austausch zwischen Genen aller Individuen (Panmixie) herrscht und es
kurzfristig unwahrscheinlich ist, dass sich Allelfrequenzen verschieben.

Alle populationsgenetischen Methoden zur Beschreibung und Analyse der Populations-
struktur vergleichen die Allelausstattung eines Individuums mit der der gesamten Popula-
tion und der einzelner Subpopulationen.

4.1.7 Statistische Auswertung

4.1.77.1 Populationsgenetische Analysemethoden

Deskriptive Statistik. Die Beschreibung der genetischen Rohdaten beinhaltet als Grund-
lage fiir alle weiteren statistischen Analysen sowohl fiir die AFLP-Daten (0/1-Zustinde)
als auch fiir die Mikrosatelliten (Allel-Fragmentlingen oder Repeateinheiten) die
Genotypenmatrix, die Anzahl Fragmente/Allele pro Population und iiber alle Populatio-
nen. Die zugrunden liegenden Genotypenmatrices (Rohdaten) werden diesem Bericht
nicht beigefiigt, wohl aber Allelfrequenz-Histogramme fiir jeden Genort und jede Popula-
tion, sowie iiber alle Populationen hinweg, die einen ersten Eindruck iiber die Datenstruk-
tur vermitteln.

F-Statistik. Diese machen sich populationsgenetische Grundannahmen zu eigen, in dem
sie die Abweichung von dem in panmiktischen Populationen herrschenden Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht iiberpriifen. Dies geschieht, in dem sie Heterozygotie-Grade der
untersuchten Individuen und Subpopulatioen in Abhédngigkeit der erwarteten
Heterozygotie im Gesamtdatensatz vergleichen. WRIGHT (1965) hat diese Zusammenhén-
ge quantifiziert, in dem er die verschiedenen Heterozygotie-Kennwerte zueinander in Be-
ziehung gesetzt hat. Fiir das Ausmal3 an Populationsstruktur ist der Fixierungindex, kurz
Fsr-Wert, ausschlaggebend, der sich aus folgender Formel ergibt:

Fixierungsindex Fst= (He-Ho)/He

H.: Heterozygotie , die man bei einem Individuum einer entsprechenden Gesamtpopulati-
on erwarten wiirde

H,: Heterozygotie, die man bei einem Individuum einer Subpopulation erwarten wiirde.

Ein hohes Mall an Genfluss, bzw. eine gering ausgeprigte Populationsstruktur bedeutet
niedrige Werte. Fs-Werte sind dimensionslos und deshalb nur aussagekriftig im direkten
Vergleich mit Vergleichswerten aus dem Gesamtdatensatz. Abhidngig vom verwendeten
Markertyp und auch von der Art der Stichprobe wurden Fsr-Analoge und Teststatistiken
entwickelt, die z.T. im vorliegende Bericht Verwendung finden, aber aufler der namentli-
chen Erwihnung mit Quelle aus Platzgriinden nicht weiter erldutert werden kénnen. He
und H, fiir jeden Mikrosatelliten-Genort und fiir jede Population (historisch und rezent)
wurde mit dem Programm Arlequin 3.5.1.2 berechnet (EXCOFFIER et al., 2005).
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Analyse der molekularen Varianz (AMOVA). Unabhingig von populationsgenetischen
Annahmen (Genfrequenzen in Abhédngigkeit vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht), 146t
sich die Variabilitdt der genetischen Markervielfalt auch iiber die Partitionierung dieser
Variabilitidt im Vergleich Individuum — Subpopulation — Gesamtpopulation beschreiben.
Aus dem Genotyp und Genotypfrequenzen (nicht Allelfrequenzen) jedes einzelnen
Indivuduums iiber alle Genorte und dem Unterschied zwischen dem allelischen Anteil
einzelner Genotypen wird in diesem Verfahren eine euklidische quadrierte Distanzmatrix
erstellt. Umfang und Signifikanz der Kovarianz zwischen den Genotypendistanzen und
dem untersuchten Level an genetischer Struktur (Individuum, Subpopulation, Gesamtpo-
pulation) wird mit Hilfe von nicht-parametrischen Permutationstests statistisch ermittelt
(EXCOFFIER et al., 1992, 2005). Man erhilt so informationen dariiber, welcher Anteil der
Gesamtvarianz im Datensatz durch interindividuelle oder (sub)populationsspezifische Va-
rianz erkliart wird. Weil diese Art der Betrachtung weitgehend annahmefrei ist, ldsst sie
sich sowohl fiir Mikrosatelliten als auch fiir AFLPs anwenden. Man erhilt so Informatio-
nen dariiber, welcher Anteil der Gesamtvarianz im Datensatz durch interindividuelle oder
(sub)populationsspezifische Varianz erklart wird.

Hierarchische Ahnlichkeitsanalyse mit dem Neighbour-Joining (NJ)-Verfahren. Ahn-
lich der bekannten UPGMA-Clusteranalyse ist das NJ-Verfahren eine mathematische Me-
thode, die die Ahnlichkeit von Individuen oder Populationen in einer Baum- oder Netz-
werkstruktur zu iiberfiihrt und so auch visuell erfassbar macht (SAITOU UND NEIL, 1998).
Der Berechnung der Distanzen erfolgt schrittweise nach dem ,,Minimum-Evolution®-
Prinzip, d.h. der Baum oder das Netzwerk wird nicht direkt aus den Distanzen errechnet,
sondern so, dass zunéchst zwei dhnliche Genotypen gruppiert werden, und aus der Distanz
dieses Paares zu weiteren Genotypen der nédchst dhnliche dazu gruppiert wird, usw. Der
Nachteil einer rein zweigabeligen Baumdarstellung ist aber, dass alternative Verzwei-
gungsmuster, nicht gleichzeitig dargestellt werden, und so moglicherweise wichtige
Ahnlichkeitsinformationen und Konflikte im Datenset unberiicksichtigt bleiben. Dieser
Nachteil kann in einer Netzwerkdarstellung aufgehoben werden, die mehrere Verbindun-
gen von einem zu nichsten Genotypen abbildet. Ahnliche Genotypen bleiben beieinander
gruppiert, aber anhand der Linge gemeinsamer Aste (korreliert mit der Anzahl Gemein-
samkeiten einer Gruppe) bzw. der durch multiplen Verzweigungen visualisierten Altera-
tivihnlichkeiten konnen Art und Signifikanz hypothetischer Verwandtschaftsverhiltnisse
abgeschitzt werden. Die Netzwerkdarstellung macht nur bei einer grolen Anzahl von
Markern Sinn, weshalb diese Analyse nur fiir die AFLP-Daten angewendet wurde. Hierzu
wurden die 0/1-Matrix in das Program SplitsTree vers. 4.11.3 (HUSON UND BRYANT, 2006)
importiert und mit den default-Einstellungen in einem NJ-Netzwerk visulisiert:

Multivariate Verfahren zur Projektion komplexer Daten auf reduzierte Faktoren.
Die Varianz komplexer Datensidtze kann mathematisch auf wenige jeweils voneinander
unabhingige Hauptfaktoren zuriickgefiihrt werden, ohne dass dazu populationsgenetische
Annahmen nétig wiren. Dazu bedient man sich sogenannter planarer Projektionsmetho-
den, die den groBeren Teil der Gesamtvarianz z.B. in 2- oder 3-dimensionale Plots wider-
geben. Die errechneten Varianzfaktoren fiir Individuen oder Populationen werden unab-
hiingig von einem evolutiondren Modell so dargestellt, dass Individuen mit &hnlichem An-
teil an der Gesamtvarianz im Datenset in raumlicher Nihe (,,im Hyperraum*) positioniert
sind. Solche Verfahren bieten sich wegen der komplexen Datenstruktur fiir die Analyse
individueller Genotypen, die aus hunderten bis tausenden Allelen (AFLPs) oder aus relativ
wenigen Allelen aber mit vielen allelischen Zustinden (Mikrosatelliten) bestehen, an. Fiir
die Analyse der Mikrosatellitendaten wurde zur analytischen Reduktion der Datenvarianz
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die eine besondere Form der Hauptkomponenten-Analyse verwendet (PCoA und MDS).
Diese ist zur optimierten Darstellung von Distanzen besonders geeignet, weil sie im Ge-
gensatz zur Hauptkomponentenanalyse auch kategoriale Daten verwerten kann, wie fiir
Mikrosatellitenallele typisch. Aus den AFLP-Genotypdaten wurden dazu zunichst im
Programm FAMD vers.1.5.2.5 (SCHLUTER UND HARRIS, 2006) populationsspezifische
Cavalli-Sforza-Distanzen (CAVALLI-SFORZA UND EDWARDS, 1967) berechnet, um diese
dann in mittels der PCoA in FAMD abzubilden. Fiir die Mikrosatelliten-Daten wurde die
Genotypen-Datenmatrix in das Programm 4.05 Genetix (BELKHIR et al., 1996-2004) im-
portiert, um diese in eine 0/1/2-Matrix (0: nicht vorhanden, 1: heterozygot, 2: homozygot)
zu transformieren. Aus den individuellen Genotypendaten wurden im gleichen Programm
populationsspezifische Mediane berechnet und die deren Distanzen zueinander mittels
PCoA visualisiert.

Statistische Tests fiir die Zuordnung von individuellen Genotypen zu Populationen.
Genotypen von Individuen aus verschiedenen Populationen sind nicht notwendigerweise
populationsspezifisch, sondern konnen aufgrund der Datenqualitidt, durch Vermischung
mit anderen Populationen nur mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit einer bestimmten
Anzahl von Populationen zugeordnet werden. Im Gegensatz zur F-Statistik und zur
AMOVA kann auch ohne vorherige Klassifizierung rein anhand der Datenstruktur im Ge-
samtdatensatz evaluiert werden, ob und wie viele Populationseinheiten bei gegebenen Da-
ten nach populationsgenetische Kriterien unterscheidbar sind. Géingigerweise werden die
Daten daraufhin kritisch iiberpriift, ob (1) bei gegebenen Daten eine Populationsstruktur in
einer Anzahl von Einheiten (K) iberhaupt wahrscheinlich ist; und wenn ja, (2) wie wahr-
scheinlich individuellen Genotypen der evaluierten Anzahl von Populationseinheiten (K)
zugeordnet werden konnen. Fiir derartige Zuordnungstests sowohl fiir Mikrosatelliten- als
auch fir AFLP-Daten wird das bewiéhrte Programm structure vers. 2.3.2 (PRITCHARD et
al., 2000) verwendet, das die Populationsstruktur auf der Basis von populationsgeneti-
schen Annahmen (Genorte im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht innerhalb der K Populati-
onen, unverbundene Loci) berechnet. Dabei kommt das statistische Grundprinzip ist das
von einer Bayesanische Clustermethode. Die Auflosungskraft der Methode ergibt sich aus
der Anzahl der untersuchten Genorte, der allelischen Diversitit zwischen den Populatio-
nen, der Anzahl der Individuen. Deshalb ist a priori zu erwarten, dass mit einer hohen An-
zahl von AFLP-Loci mehr Populationsstruktur als mit Mikrosatelliten erkannt wird, und
die Zuordnungswahrscheinlichkeiten im AFLP-Datensatz hoher liegen (PRITCHARD et al.,
2000).

(1) Abschitzung von K: Hier folgen wir der Methode von (EVANNO et al., 2005), die
als Grundlage fiir die Entscheidung, welches K fiir die folgenden Zuordnungstest
herangezogen werden sollte, folgendes Prinzip verwendet: Es wird fiir verschiede-
ne K jeweils 30 Analysedurchldufe durchgefiihrt, und darus berechnet, welche
Wahrscheinlichkeit (posterior probability) das K bei gegebenen Datensatz im Mit-
telwert (aus 30) annimmt. Analoge Laufe werden mit hoheren und niedrigeren K-
Werte durchgefiihrt, und die Mittelwerte nach einem definierten Algorithmus m
iteinander vergleichen (AK). Das wahrscheinlichste K ist durch den héchsten Mo-
dalwert von AK defniert (Details sieche EVANNO et al. (2005)).

(2) Fiir die Berechnung der Wahrscheinlichkeiten, mit der ein Individuum zu einem
der vorher bestimmten K Populationen zugeordnet wird, wurden folgende Einstel-
lungen gewihlt: burnin AFLPs 40.000; Mikrosatelliten 30.000; MCMC repeats
(Generations) bei AFLPs 200.000, bei Mikrosatelliten 100.000; jeweils 30 paralle-
ler Liufe bei beiden Analysen, ohne vorgegebene Populationsstruktur.
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4.2 Ergebnisse

4.2.1 Untersuchte Hypothesen

Aus der Einleitung und den vorangegangen Arbeiten zur Genetik deutscher Seesaiblings-
Populationen ergeben sich zwei iibergeordnete Hypothesen, die im Rahmen der Dokumen-
tation und Analyse natiirlicher aquatischer Ressourcen im Kontext kritisch iiberpriift wer-
den sollten. Die Uberpriifung der genetischen Hypothesen zur Aquakulturrelevanz natiirli-
cher aquatischer Ressourcen wurde moglich, weil die natiirlich evolvierte Situation mit
der aktuellen Situation der Seesaiblings-Bestinde untersucht wurde. Die rein genetischen
Hypothesen, die teilweise nicht unabhédngig voneinander betrachtet werden konnen, sind
folgende:

Hypothese 1: Rezente Populationen mit nachweisbarem Populationseinbruch und/oder
historisch nicht nachweisbarem anschlieffendem Wiederaufbau unterscheiden sich
genomisch kaum voneinander, aber signifikant und stark von ihren historischen Gegen-
stiicken: Starnberger See, Ammersee, Tegernsee. Die wieder aufgebauten Populationen
weisen u.a. Ahnlichkeiten mit den Populationen Hintersee und Bodensee auf, da diese als
natiirliches Reservoir fiir Wiederaufbaumafinahmen zur Verfiigung stehen. Die Verwandt-
schaft von Populationen, die nicht von Populationszusammenbriichen betroffen waren
(Bodensee, Ammersee, Walchensee, Konigssee, Hintersee) zeigen auch rezent ein Ver-
wandtschaftsmuster / Ahnlichkeit zueinander, das dem Flusssystem bzw. der rdumlichen
Ndhe zueinander entspricht.

Begriindung: Die Populationen des Starnberger Sees, Tegernsees und Ammersees erlitten
in den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts einen massiven Zusammenbruch durch Eutro-
phierung. Diese Populationen wurden mit Besatzmaterial wahrscheinlich dhnlicher Her-
kunft wieder aufgebaut. Die persistierenden, urspriinglichen Populationen der Voralpen-
seen wurden nacheiszeitlich iiber deren Vorfluter besiedelt, d.h. Seen aus dem gleichen
Vorflutersystem sollten auch mit dhnlichen Seesaiblingsstimmen besiedelt worden sein.

Hypothese 2: Kiinstlich besiedelte Seen weisen ein Verwandtschaftsmuster mit anderen
untersuchten Seen auf, das eine Ahnlichkeit zu wiederaufgebauten Populationen wider-
spiegelt.

Begriindung: Die Hochalpenseen Griinsee und Soiernsee, sowie der Walchensee sind nach
verschiedenen Angaben erst in historischer Zeit mit Seesaiblingen unterschiedlicher Her-
kunft besetzt worden. Der Walchensee ist nach historischen Angaben erst Anfang des 16.
Jahrhunderts mit Saiblingen besetzt worden. Der Griinsee ist bereits in historischer Zeit
aus dem Konigssee-System heraus besetzt worden. Besatz und Bewirtschaftung des
Soiernsees wird und wurde vom Institut fiir Fischerei in Starnberg aus dort vorhandenen
Stammen durchgefiihrt.

4.2.2  Analyseergebnisse

4.2.2.1 Auswertbare Proben

Fiir die Analyse der rezenten Proben wurden insgesamt 263 fiir die Typisierung mit 6
Mikrosatelliten und 192 (inkl. Replikate) fiir die AFLP-Typisierung ausgewéhlt. Nicht be-
riicksichtigt wurde die einzelne rezente Probe aus dem Seealpsee, weil mit dieser niedri-
gen Stichprobenzahl keine populationsgenetischen Berechnungen moglich sind. Fiir die
Typisierung mit der AFLP-Methode wurden insgesamt 192 Proben (davon 8 Replikate)
verwendet, von denen nach Uberpriifung der Datenqualitit insgesamt 171 Proben (ohne
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Replikate) in die finale Analyse Eingang fanden (detaillierter Probenumfang siehe Tab.
21). Aus den 450 historischen Schuppenproben wurden fiir die finale Analyse die 182
Proben ausgewihlt, die fiir alle sechs untersuchten Mikrosatelliten-Genorte auswertbare
Elektropherogramme erbrachten und in den reprisentativ untersuchten Replikaten repro-
duzierbare Ergebnisse lieferten. Da die DNA-Qualitit der historischen Proben sehr hete-
rogen war, konnten nicht alle Seen in den historisch-rezenten Vergleich einbezogen wer-
den, sondern nur der Ammersee, Starnberger See, Tegernsee und Walchensee, sowie zu
phylogeographischen Vergleichszwecken der Schliersee und nur eine Probe aus dem
Hintersee. Historische Proben des Bodensees waren vorhanden, wurden aber nicht beriick-
sichtigt, weil nach BRUNNER et al. (1998) die Seesaiblingspopulationen des Bodensees
sehr heterogen sind und deshalb ein historisch-rezenter Vergleich ohne genaue Herkunfts-
daten der historischen Proben keinen Sinn macht.

Tab. 21: Finaler Probenumfang fiir die Mikrosatelliten und AFLP-Genotypisierung.

Proben Proben
See Gewiissersystem AFLPs Mikrosatelliten

(ex 192) | rezent/historisch
Bodensee Rhein 15 24/-
Ammersee Amper/Isar/Donau 16 29/13
Starnbergersee Isar-Amper//Donau 17 30/60
Walchensee Isar/Donau 21 30/25
Tegernsee Mangfall/Inn/Donau 18 33/8
Schliersee Mangfall/Inn/Donau - -7
Konigsee Salzach/Inn/Donau 20 31/36
Obersee Konigsee/Salzach/Inn/Donau - -/32
Hintersee Salzach/Inn/Donau 24 29/1
Soiernsee Hochgebirgssee 21 27/-
Griinsee Hochgebirgssee 19 30/-

Probenumfang gesamt 171 263/182 (=445)

4.2.2.2 AFLP —Daten
4.2.2.2.1 Deskriptive Statistik

AFLP-Daten fiir 192 Individuen wurden in zwei Replikaten mit jeweils einer restriktiven
Primerkombination generiert und auf ihre Datenqualitit iiberpriift. Die Alleldaten aller
amplifizierter Individuen fiir alle 14 Primerkombinationen sind vor und nach dem Quali-
tiatscheck und Korrektur in Tabelle 22 zusammengefasst. Insgesamt gingen 171 Individuen
in die Analyse ein, es konnten 2034 und 1798 Loci analysiert werden. Die mittels AFLPs
gewonnenen Daten stellen somit eine wesentlich reprédsentativere Auswahl im Vergleich
zu den 6 Mikrosatelliten-Loci dar.
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Tab. 22: Anzahl Allele vor und nach der Korrektur (siehe ,,Binning Protokoll” unter
3.10.4), Anzahl prozessierte Individuen (N Ind. auf Replikat) und Anzahl analysierter In-
dividuen nach Qualitidtscheck (N Ind. in Analyse).

Replikat 1
N allele generiert 2286
N Allele nach Korrektur 2034
N nd. auf Replikat | 96
N ind. in Analyse 88
Replikat 2
N Allele generiert 2204
N Allele nach Korrektur 1798
N ind. auf Platte I 96
N ind. in Analyse 83

Analysis of Molecular Variance

Die AMOVA bestitigt die hohere Auflosungskraft fiir Populationsunterschiede der AFLP-
Daten. Etwa der doppelte Anteil der Varianz bei beiden Replikaten (18.53%, 19.14%)
wird im Vergleich zur Mikrosatellitenanalyse durch Unterschiede zwischen rezenten Po-
pulationen erklirt. Der weitaus grof3te Teil Anteil von 81.95% bzw. 80.86% wird aber
iber populationsinterne Unterschiede (inkl. individuelle Varianz) erkldrt (Tab. 23), wobei
fir AFLP-Daten im Programm Arlequin keine individuellen Varianzanteile berechnet
werden kann. Die AMOVA-Ergebnisse sind wegen der unterschiedlichen Probengrof3en
pro Populationen nicht direkt mit den Mikrosatellitendaten vergleichbar, zeigen aber an,
dass auch bei den AFLPs ein substantieller Anteil der allelischen Diversitdt durch Popula-
tionsunterschiede erklidrt werden kann.

Tab. 23: Prozentanteil erklirter Varianz im AFLP-Datensatz (Replikate 1 und 2) inkl. An-
gabe der Freiheitsgrade (df).

Replikat Varianz df % Varianz

1 zwischen Populationen 8 18.53
innerhalb von Populationen 79 81.47
zwischen Individuen k.a. k.a.
gesamt 87

2 zwischen Populationen 8 19.14
innerhalb von Populationen 87 80.86
zwischen Individuen k.a k.a
gesamt 95
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4.2.2.2.2 F-Statistik

Die F-Statistik, die mit ihrem Fsr-Kennwert nach populationsgenetischen Kriterien den
Grad an Populationstruktur anzeigt, ergibt, dass fiir mehrere paarweise Vergleiche zwi-
schen Populationen kein signfikanter Fsp-Wert kalkulierbar ist. Unter den nicht zu diffe-
renzierenden, rezenten Populationen sind die vor allem Vergleiche mit dem Hintersee oft
nicht signifikant, interessanterweise auch ein Vergleich mit dem Bodensee. Es ist bei die-
sen Vergleichen allerdings zu beriicksichtigen, dass das N/Replikat fiir jeden See ver-
gleichsweise niedrig liegt, weswegen vor allen Dingen fehlende Signifikanzwerte oder
Fsr-Unterschiede im Vergleich zu den Mikrosatellitendaten und zwischen den Replikaten
nicht tiberinterpretiert werden diirfen.

Die Population, die sich durch einen besonders hohen paarweise Fsr-Wert von allen ande-
ren unterscheidet, ist die des Bodensees, gefolgt von Ammersee und Griinsee (letzterer al-
lerdings nicht im einem Vergleich zum Konigssee). Sofern relevant erfolgt eine Erwiih-
nung weiterer, paarweiser Vergleiche in der Zusammenfassung der genetischen Ergebnis-
se, in der jeder See kurz in der Zusammenschau dargestellt wird.

Tab. 24: Paarweise Fsr-Werte. Grau unterlegte Werte zeigen zumindest in einem der bei-
den Replikate nicht signifikant differenzierte Populationen (P>0.05 Bonferroni-korrigiert
fiir jeweils 36 paarweise Vergleiche). Die Werte der unteren Matrixhilfte geben die Er-
gebnisse fiir Replikat 1 wieder, die obere Replikat 2.

Boden  Grin Soiern Hinter Tegern Starnberger Walchen Ammer Konigs
see see see see see see see see see

Bodensee - 0.456 0414 0.055 0.256 0.194 0.356 0.308 0.293
Griinsee 0.460 - 0.288 0.336 0.178 0.193 0.259 0.325 0.153
Soiernsee 0.407 0.197 - 0.293 0.087 0.129 0.107 0.250 0.173
Hintersee 0.284  0.135 0.135 - 0.17 0.144 0.255 0.239 0.204
Tegernsee 0.369 0.108 @ 0.052 0.071 - 0.030 0.0510 0.115 0.078
Starnberg. 0.379 0.113  0.098 0.051 0.017 - 0.0535 0.129 0.077
Walchensee | 0.387 0.158 = 0.042 0.095 0.020 0.055 - 0.191 0.127
Ammersee 0.348 0.195 0.136 0.122 0.099 0.111 0.106 - 0.193
Konigssee 0.440 0.071 0.143 0.109 0.063 0.082 0.107 0.163 -

4.2.2.2.3 Ahnlichkeitsanalyse mit dem Neighbour-Joining (NJ)-Verfahren.

Die Netzwerkdarstellung beider Replikate von AFLP-Gentoypen dient als analytischer
Schritt, um zu evaluieren, wie einheitlich Populationen {iiber ein Ahnlichkeitsnetzwerk
verteilt sind, und ob es bei der Anordnung Unsicherheiten gibt. Die beiden Replikate zei-
gen groffe Gemeinsamkeiten, aber auch interessante Unterschiede. Eindeutig und durch
eine langen Ast (=grof3e genetische Unterschiede) gruppieren in beiden Analysen alle Fi-
sche des Bodensees gemeinsam. Weitere eigene Gruppen bilden die Seen Konigssee (bis
auf ein Tier in einem Replikat) und Griinsee, die sich ihrerseits am dhnlichsten sind, sowie
der Ammersee und die besetzte Soiernsee-Population (bis auf 1 Tier in einem Replikat).
Uneinheitlich gruppieren die neu aufgebauten Populationen aus dem Walchensee, Tegern-
see, Starnberger See. Proben aus dem Hintersee gruppieren teilweise auffillig an der Basis
des Bodensees oder innerhalb der undifferenzierten Gruppe. Da die Proben aus dem
Hintersee teilweise nicht direkt aus dem See entnommen worden sind, sondern teilweise
Jahrlinge aus der Brutanstalt gewesen sind, kann die heterogene Differenzierung mogli-
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cherweise ein Artefakt darstellen, das nicht der natiirlichen Situation im See entspricht.
Der vergleichsweise lange Ast der besetzten Griinsee-Population im Vergleich zu den kur-
zen terminalen (individuellen) Asten deutet darauf hin, dass die Griinderpopulation sehr
klein gewesen ist.
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Abb. 66: NeighbourNet-Darstellung der Ahnlichkeit zwischen individuellen AFLP-
Gentoypen aus zwei Replikaten (a und b). Individuen sind farblich nach ihrem Fundort
(See) markiert.

4.2.2.2.4 Multivariate Verfahren zur Projektion von Daten auf reduzierte Faktoren.

Die rdumliche Anordun.;?T der mittleren Populationswerte (Mediane) auf der Basis der
AFLP-Daten visualisert Ahnlichkeiten und Unéhnlichkeiten zwischen Populationen.

In der Abb. 67 ist augenfillig, dass sich die Populationen Bodensee; Griinsee und Hinter-
see (teilweise) sehr deutlich abgrenzen. Die geographische Entfernung des Bodensees er-
klért dessen Separation. Die nach der Neighbour-Joining-Analyse offensichtlich heteroge-
ne Zusammensetzung des Hintersees einerseits aus Proben, die eine groBe Ahnlichkeit mit
Bodensee-Genotypen aufweisen, und andererseits aus Proben, die in Replikat 1 heterogen
innerhalb des nahe verwandten Mischclusters mit Schwerpunkt Starnberger See auftau-
chen, erklért, warum in der Median-basierten PCoA-Analyse dieser See sehr separat liegt.
Der Ammersee ist - wie auch in anderen Analysen — zumindest in Replikat 1 ebenfalls
deutlich separiert. Im Gegensatz zum Mikrosatellitendatensatz gruppiert der Griinsee in
der AFLP-PCoA (wie auch in der NJ-Analyse) nicht gesondert, sondern liegt in beiden
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Replikaten nahe der vermutlichen Griinderpopulation aus dem Konigssee-System. Die
vier wiederaufgebauten Populationen liegen zentral im nahe verwandten Cluster, so wie es
von Mischpopulationen zu erwarten ist.

Abb. 67: Ergebnisse der PCoA-Analyse der AFLP-Daten. Die Nédhe der Populationspunk-
te zueinander spiegelt die zusammengefasste, genotypische Ahnlichkeit der untersuchten
Populationen wider. Der Anteil erkldrter Varianz der drei dargestellten, ersten Faktoren ist
den Abbildungen zu entnehmen.
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4.2.2.2.5 Tests fiir die Zuordnung von individuellen Genotypen zu Populationen.

Zunichst wurde die Anzahl der Populationen K mit Hilfe der EVANNO-Methode abge-
schitzt, die angibt, wie viele Populationen bei gegebenem Datensatz als differenzierbar
gelten. Das Ergebnis ist in Abb. 68 dargestellt, wobei zwei verschiedene Analysedurchldu-
fe fiir die beiden Replikate durchgefiihrt wurden. Als unterscheidbare Anzahl von Genty-
penclustern wurde mit hochster Wahrscheinlichkeit K=8 fiir das erste Replikat und K=7
fiir das zweite Replikat bestimmt. Auffillig ist, das, die Analyse von K in beiden Replika-
ten neben dem Hauptpeak einen nicht deutlich abgegrenzten, aber erkennbaren Peak bei
K=4 angibt. Um abgesicherte Analysen in den Zuordnungstests bieten zu konnen, wurden
die Analysen mit K=7 fiir das erste Replikat und bzw. K=8 fiir das zweite Replikat in
structure gerechnet, aber auch fiir K=4 (beide).
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Abb. 68: Ergebnisse fiir die Evaluation der Anzahl mit dem Datensatz unterscheidbarer
Populationen nach der EVANNO-Methode fiir die rezente AFLP-Genotypen (K=7); (a)
Replikat 1 und (b) Replikat 2.

Die eigentlichen Zuordnungstests ergeben fiir beide Platten und fiir beide K-Werte eigene
genetische Identititen fiir den Bodensee und fiir den Hintersee. Interessanterweise weist
bei K=4 der Hintersee deutliche Zuordnungsanteile auf, die auch fiir den Bodensee charak-
teristisch sind. Die beiden Replikate unterscheiden sich in Bezug auf den Ammersee, der
nur fiir das Replikat 2 bei K=4 einen eigenen kleinen Anteil aufweist, dafiir aber einem
Teil der Hintersee-Individuen im Vergleich zum Bodensee keine eigenen Identitdt zu-
weist. Das Konigssee-System (Konigssee, Griinsee) weist im Vergleich zu den anderen
verbleibenden Seen hohe Gemeinsamkeiten auf, wobei in Replikat 2 (wie auch in der NJ-
Analyse) Griinsee-Individuen in sich wesentlich distinkter anderen Griinsee-Tieren zuge-
ordnet werden, als in Replikat 1. Kaum unterscheidbar geméall ihrer Zuordnungswahr-
scheinlichkeiten in beiden Replikaten bleiben die Populationen Walchensee, Starnberger
See, Tegernsee und Soiernsee.

Der vergleichende Blick auf die Analysen bei den nach EVANNO deutlich wahrscheinliche-
ren und deshalb tendenziell auch eher die feinere Populationsstruktur abbildenden Zuord-
nungen bei K=8 (Replikat 1) bzw. K=7 (Replikat 2) bestitigt fiir beide Replikate eine ei-
genen Identitdt fiir die Populationen Bodensee, Hintersee, Ammersee und Griinsee. Der
Konigssee wiederum teilt sich einen substantiellen Anteil seiner Zuordnungswahrschein-
lichkeiten mit dem Griinsee. Die vier verbleibenden Populationen Walchensee, Starnber-
ger See, Tegernsee und Soiernsee bleiben in beiden Replikaten weitgehend undifferen-
ziert. Ein Bodensee-Individuum in Replikat 2 wird deutlich wahrscheinlicher dem Konigs-
see-System zugeordnet, ein Effekt, der in der NJ-Analyse nicht sichtbar wird.
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Replikat 1 (oben K=4, unten K==8)
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Abb. 69: Ergebnisse der Zuordnungsanalysen mit structure (ohne Gruppeninformation)
fiir AFLP- Genotypen beider Replikate fiir K=4 und K=7/8. Der Seenursprung der Proben
wird zwischen den Barplots angegeben. Die verschiedenen Farben geben die Zuordnung
des jeweiligen Genotyps zu K=4 bzw. K=7 oder K=8 ,,Populationen* an. Jeder Balken re-
présentiert ein Individuum (x-Achse), die y-Achse ist die prozentuale Wahrscheinlichkeit,
mit der das jeweilige Individuum einer von K ,,Populationen‘ zugeordnet wird. (Bitte die
in zwei Cluster aufgeteilten Individuen des Hintersees in Replikat 1 beachten).
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4.2.2.3 Mikrosatelliten-Daten
4.2.2.3.1 Deskriptive Statistik

Insgesamt konnten 445 Seesaiblingsproben von 8 historischen und 9 modernen Populatio-
nen aus insgesamt 11 Seen erfolgreich genotypisiert werden. Von den 8 historischen Po-
pulationen konnte allerdings nur eine einzige Probe aus dem Hintersee einbezogen wer-
den. Dieser Umstand lésst keine statistischen Vergleiche zu, auler dass diese Probe bei
den structure Zuordnungstests in die Gesamtanalyse mit einbezogen werden konnte. In
Auch ohne statistische Analysen fillt auf, dass sich die Anzahl Allele fiir einzelne Loci
sowohl zwischen den Seen als auch zwischen rezenten und historischen Proben deutlich
unterscheiden kann. Historische Populationen verfiigen im Schnitt {iber eine geringere ge-
netische Diversitit als rezente Populationen. Auch die Frequenzen einzelner Allele vonei-
nander unterscheiden sich zum Teil deutlich.

Analysis of Molecular Variance (AMOVA)

Die AMOVA bestitigt die erste Einschitzung der deskriptiven Daten, denn immerhin
9.23 % der genetischen Varianz im Gesamtdatensatz wird durch Varianz zwischen Popu-
lationen (Seen aufgeteilt nach historisch und rezent) erklirt. Der weitaus grofite Anteil von
60.95 % wird aber iiber individuelle Unterschiede erklirt (Tab.xx.a), wobei sich die indi-
viduellen Werte zwischen rezenten und historischen Populationen sehr deutlich unter-
scheiden. Vergleicht man die AMOV A-Resultate aus der Analyse der Kombination zweier
reduzierter Datensitze im Direktvergleich, in den nur die historischen oder nur die zuei-
nander direkt in Beziehung stehenden rezenten Populationen (Ammersee, Starnberger See,
Walchensee, Konigssee und Tegernsee) einbezogen werden, verdeutlicht sich der Unter-
schied zwischen historischen und rezenten Populationen (Tab. 7.b). Im historischen Da-
tensatz wird ein hoherer Anteil von 6.69% statt 5.65% der genomischen Varianz tiber Un-
terschiede zwischen Seen erklirt, wihrend die komplementédren rezenten Populationen ei-
ne deutlich geringe Differenzierung von 5.65% erklarter Varianz nach Seen, aber eine we-
sentlich stirkere nach Individuen (71.68% statt 50.85%) zeigt.

4.2.2.3.2 F-Statistik

Die F-Statistik, die mit ihrem Fsr-Kennwert nach populationsgenetischen Kriterien den
Grad an Populationsstruktur anzeigt, ergibt ein scheinbar stirker populationsdifferenzie-
rendes Resultat als bei der AMOVA. Fiir die meisten paarweise Vergleiche sind signifi-
kante Fsr-Werte kalkulierbar, allerdings sind die Absolutwerte oft niedrig. Dies deutet auf
eine groBe Ahnlichkeit bei gleichzeitiger Eigenstindigkeit hin. Unter den nicht zu diffe-
renzierenden, rezenten Populationen sind die gleichen zu finden, die auch schon in der
AMOVA einen geringen Grad an Populationsdifferenzierung erkennen lieBen. Die Popu-
lationen, die sich durch besonders hohe paarweise F.sr-Werte von allen anderen unter-
scheiden lassen, sind der Bodensee, gefolgt von Ammersee, Griinsee und Hintersee. Auch
alle paarweisen FST-Werte zwischen historischen und rezenten Populationen unterschei-
den sich signifikant voneinander, wobei der extrem hohe Wert des Hintersees mit N=1 fiir
die historische Probe nicht aussagekriftig ist. Es gibt aber auch wenige Seenpopulationen,
die sich nicht signifikant differenzieren lassen. Sofern relevant erfolgt eine Erwdhnung
einzelner, paarweiser Vergleiche in der Zusammenfassung der genetischen Ergebnisse, in
der jeder See kurz in der Zusammenschau dargestellt wird.
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Tab. 25: (a) Prozentanteil erkldrter Varianz aus AMOVA (inkl. Angabe der Freiheitsgrade
df) im gesamten Mikrosatelliten-Datensatz, und (b) nur im Vergleich der fiinf Populatio-
nen, fiir die sowohl rezente als auch historische Proben fiir den direkten Vergleich vorla-
gen: Tegernsee, Walchensee, Starnberger See, Ammersee und Konigssee.

a (alle Populationen) historisch rezent hist.+rez.

df % Varianz | df | % Varianz df % Varianz
zwischen Populationen 6 7.13 8 9.46 16 9.23
innerhalb von Populationen 174 41.98 267 20.41 429 29.82
zwischen Individuen 181 50.89 276 70.13 446 60.95
gesamt 361 531 891
b (Direktvergleich 5 hist+rez) historisch rezent hist.+rez.

df % Varianz | df | % Varianz df % Varianz
zwischen Populationen 5 6.69 5 5.65 11 6.86
innerhalb von Populationen 137 42.46 177 | 22.66 314 31.73
zwischen Individuen 143 50.85 183 71.68 326 61.41
gesamt 285 365 651
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Tab. XX. Probenanzahl N und Anzahl Allele pro Genort, iiber alle GGenorte.
SFO8 Ssa85 Sa72Zim Mst85 SFO23 Cocl3|Mittelwert o
der Pop.

Gesamt

MNajzj= 34 25 10 41 34 23
Ammersee
historisch | 12 13 12 13 13 13

Nadi=j= 13 12 5 5 & 2 8.17 354
rezent | 29 29 29 28 29 29

MNagzj= 14 13 7 o 15 7 10.83 260
Konigssee
historisch | 36 36 36 36 36 36

MNajzj= 14 13 & g 11 12 10.67 3.08
rezent N 31 29 31 31 31 31

MNagzj= 15 12 G 12 13 g 11.00 335
Obersee
historisch | 32 32 32 32 32 32

MNajzj= 15 11 & & 7 10 9.17 354
Hintersee
rezent | 30 32 32 32 31 31

MNajzj= 14 0 3 14 11 10 10.17 372
Starnbergersee
historisch N &0 &0 a0 &0 &0 &0

Nadi=j= 15 15 5 28 13 11 14.50 758
rezent N 30 a0 30 30 a0 30

M= 15 13 4 18 13 11 12.33 472
Tegernsee
historisch M 4 8 8 8 8 8

MNajzj= & & 2 5 3 & 4.67 1.75
rezent | 33 33 33 33 33 33

M= 16 10 5 17 10 12 11.67 4.41
Walchensee
historisch | 25 25 25 25 25 25

MNagzj= 16 9 G 11 10 7 9.83 354
rezent | 30 30 30 30 30 30

MNajzj= 17 0 4 23 16 13 13.67 B.62
Schliersee
historisch M 7 7 7 7 7 7

MNajzj= & 4 3 7 & 4 5.00 155
Sojernsee
rezent N 27 27 27 27 27 26

MNagzj= 11 4 3 12 11 5 7.67 4.08
Grinsee
rezent | 32 32 31 31 32 31

MNajzj= 5 & 4 7 & 5 5.50 1.05
Bodensee
rezent N 24 24 23 24 24 24

MNagzj= 10 9 G 12 14 11 10.33 273




Berichtsteil II: Untersuchungen zur Genetik

81

Cocl3

@
a
EO
[} 2 2
w = ° &
g 2 & 2
= § 2 7
o = 2 17 = 3
= 3 2 3 B =
F 7 £ &% & 23
¢F 3 § &8 3
3 2 = F B
= 2 % g g B
d = b T g S
= = o 2 2 @
g & 8 = =z &
z = % = k] S -
- < = ] @ E
g =z & 2 g -
- il 5 B H 2 7 z
@ = =3 8
b - g = g & ©° & 2
S mnmOanN SO dm N oS BnE G mns aan S 3 2 B o e T
SRARRANRARANNNNAIRININGNeReR § F 8 3 E =3
s 8 & B E 3
§ & 7 &8 8
Allelidnge [bp] =3 ® a ES T
= 4 g H
z 2 3 =
) L @
£ & 5
= o
& 2
2
H
g
W Starnbergersee historisch @ Starnbergersee rezent W Tegernsee historisch B Tegernsee rezent W Walchensee historisch @Walchensee rezent
W KBnigssee historisch B Kbnigssee rezent Ammersee historisch DAmmersee rezent mQObersee historisch Schliersee historisch
B Soienersee rezent W Griinsee rezent BHintersee rezent @ Bodensee rezent
Mst85
2 = -2
= w==— v = =
-" B = & 3
J > -~ I3
1 [n] 4 2
i 2 % v = B z
E = = g 3 I 3
z - ® g =
E 53 = o £ 5 3 & 3
80% ————— _ > 3 & 2 z £ 18
& oL » 3 ¥ & B § 38 =
£ co% = o == z 2 3 8 & - 2 =
g ~ & 3 &8 &£ = &
= = & & & 4 T 3z =
£ axr = = § 4 % # ¢ § 8§ 2
3 : 4§ 5 % 8 2 % 3z %
= % = - 4 = fal 9
i —— v 4 & & &8 B 3 & § 5 T
e~ w & B & &2 T B 8§ &
0% + & B 3 3 B 7 & =
TewONTeRONTEEONTENONTERONTENONTERONT o TeRon ¥ 5 3 2 B ez F @
359 e SEIseanAenEY3sERY § S 2 &8 & - 2 5
Jaas ERA bbd g 2 & 5 8 7
F3 " o z = B o
" g = = 8 & =4
Allellinge [bp] s & &§ 8§ §
2 7 8 g
ES ] @ >
g 2
2 z 8
z B
z 3
S
H
g

mStarnbergersee historisch  EStambergersee rezent W Tegernsee historisch D Tegernsee rezent

W KBnigssee historisch DEKonigssee rezent Ammersee historisch D Ammersee rezent

B Soienersee rezent B Griinsee rezent Btintersee rezent B Bodensee rezent

168
170
172
172
176
178
180
182
184
186
188
200
200
208
206
208
210
212
21
216
218
220

Allellzinge [bp]

U731 33513813qUIRIS
osLIONs!Y 3asUsagaL

Yasuosiy sasieBiaquIets

quaz01 295019901

mWalchensee historisch @ Walchensee rezent

Schliersee historiseh

mObersee historisch

Sa72Zim

18781 B35UBPOR

YaspoNsIy 3asIaN Y5
uazal azsIaU
Juazal sasunig
W78 335 IBIUIH

1uaze) AESIAWILY
yasuolsiy 995120

sassAugy
Juaza1 9355510y
YI510ISIY B35 I

Waza1 33SUAYI[RM

251403514 325UBY2 M

W Starnbergersee historisch 0 Starnbergersee rezent

m KBnigssee historisch

B Soienersee rezent

B Knigssee rezent

B Griinsee rezent

mTegernsee historisch
Ammersee historisch

EHintersee rezent

B Tegernsee rezent
D Ammersee rezent

B Bodensee rezent

m Walchensee historisch

mObersee historisch

@ Walchensee rezent

Schliersee historisch
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Abb. 70 (Fortsetzung):Mikrosatelliten-Allelfrequenzen fiir sechs Genorte iiber alle Seen.
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Tab. 27: Paarweise Fsr-Werte fiir historische und rezente Populationen. Grau unterlegte Werte zeigen nicht signifikant differenzierte Populatio-

nen (P > 0.05; Bonferroni-korrigiert fiir 136 paarweise Vergleiche).

Kén  Kon Amm Amm  Walch Walch Hint Hint Starn  Starn  Teg Teg Ober  Schlier Soin Grin  Boden
rez hist rez hist rez hist rez hist rez hist rez hist hist hist rez rez rez

Konigs rez -

Kbnigs hist | 0.023 -

Ammerrez |0.112 0.114 -

Ammer hist [0.065 0.063 0.092 -

Walchenrez |0.071 0.070 0.075 0.074 -

Walchen his {0.111 0.100 0.108 0.093 0.052 -

Hinter rez 0.045 0.066 0.120 0.082 0.050 0.125 -

Hinter hist |0.293 0.267 0.302 0.228 0.256 0.284 0.283 -

Starnb.rez |0.082 0.103 0.107 0.092 0.049 0.119 0.032 0.259 -

Starnb. hist |0.068 0.069 0.091 0.080 0.073 0.075 0.082 0.244 0.070 -

Teger rez 0.049 0.063 0.089 0.062 0.022 0.089 0.015 0.255 0.009 0.058 -

Teger hist 0.055 0.050 0.110 0.088 0.051 0.003 0.097 0.374 0.101 0.040 0.055 -

Ober hist 0.068 0.058 0.139 0.042 0.072 0.108 0.068 0.289 0.112 0.104 0.060 0.061 -

Schlier hist |0.115 0.116 0.154 0.097 0.086 0.092 0.094 0.309 0.076 0.080 0.078 0.096 0.123 -

Soiern rez 0.105 0.093 0.091 0.124 0.030 0.054 0.089 0.361 0.082 0.099 0.053 0.054 0.108 0.104 -

Grin rez 0.174 0.191 0.199 0.197 0.168 0.238 0.177 0441 0.166 0.185 0.145 0.229 0.190 0.309 0.212 -

Boden rez 0.135 0.141 0.140 0.101 0.096 0.137 0.122 0.221 0.098 0.112 0.081 0.120 0.125 0.164 0.152 0.175 -
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4.2.2.3.3 Multivariate Verfahren zur Projektion von Daten auf reduzierte Faktoren

Die rdumliche Anordung der mittleren Populationswerte (Mediane) auf der Basis der Mik-
rosatellitendaten visualisert Ahnlichkeiten und Unihnlichkeiten zwischen Populationen.
Stellt man alle historischen und rezenten gemeinsam Daten dar (Abb. 71 a) ist augenfillig,
das sich die Populationen Bodensee (rezent); Griinsee (rezent) und Hintersee (historisch)
sehr stark abgrenzen. Die geographische Entfernung des Bodensees erklirt dessen Separa-
tion, das extrem geringe Probengrofe fiir den Hintersee (historisch) erklért die eigenartige
Position, weil mit N=1 keine populationsspezifischen Mediane berechnet werden konnen.
Lediglich die Position des Griinsees ist nicht ad hoc zu erkldren und wird in der Zusam-
menschau mit den anderen Daten diskutiert. Betrachtet man alleine die rezenten Populati-
onen (Abb. 71.b), die fiir den Aquakulturrelavanz-Vergleich wichtig sind, verdeutlicht
sich das Bild.

Um die Positionen der in Abb. 71.a nahe beieinander liegenden Populationen aufgeldster
in ihrer Position zueinander darzustellen, wurden diese drei Populationen von einer zwei-
ten PCoA ausgeschlossen, das Ergebnis ist in Abb. 71.b dargestellt. Hier trennen sich der
Ammersee (historisch und rezent) sowie die Populationen des Konigssee-Systems (Ko-
nigssee historisch und rezent, Obersee historisch) von den verbleibenden Populationen ab
und sind jeweils nahe zueinander gruppiert. Dennoch fillt auf, das Ammersee (historisch)
von Ammersee (rezent) relativ weit entfernt liegt. Die vier historischen Populationen Wal-
chensee, Tegernsee, Starnberger See und Schliersee, die auch geographisch relativ nahe
beieinander liegen, bilden eine weitere Gruppe. Diese trennt sich relativ deutlich von ihren
rezenten Gegenstiicken ab, die ihrerseits relativ nahe zueinander liegen (Walchensee,
Hintersee, Tegernsee und Starnberger See) und zusammen mit dem Soiernsee gruppieren.

Abb.71.a
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Abb. 71: Ergebnisse der PCoA-Analyse. Die Nihe der Populationspunkte zueinander
spiegelt gibt die zusammengefasste genotypische Ahnlichkeit der untersuchten Populatio-
nen wider. Die Achsenbeschriftung weist den Anteil erklérter und in der Abbildung visua-
lisierter Varianz fiir die drei PCoA-Faktoren aus. (a) alle historischen und rezenten Popu-
lationen; (b) nur rezente Populationen; (c) historische und rezente Populationen ohne Bo-
densee und einen Anteil Hintersee-Individuen.

4.2.2.3.4 Statistische Tests fiir die Zuordnung von Genotypen zu Populationen

Zunichst wurde die Anzahl der Populationen K mit Hilfe der EVANNO-Methode abge-
schitzt, die angibt, wie viele Populationen bei gegebenem Datensatz als differenzierbar
gelten konnen. Das Ergebnis ist in Abb. 72 dargestellt, wobei der gesamte Datensatz (his-
torisch und rezent) in einem Durchgang analysiert wurde. Die hochste Wahrscheinlichkeit
fiir die unterscheidbare Anzahl von Gentypenclustern wurden bei K=5 festgestellt. Auffil-
lig ist aber, dass es einen weiteren abgrenzbaren Peak bei K=10 gibt. Um abgesicherte
Analysen in den Zuordnungstests bieten zu konnen, wurden beide K-Werte als Grundlage
fiir die Zuordnungstests verwendet.
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Die Zuordnungstests ergaben ein nach fiinf bzw. zehn Populationseinheiten differenziertes
Bild, das aber bei dem gegebenem, im Vergleich zu den AFLP-Daten niedrigeren Infor-
mationsgehalt der sechs Mikrosatellitenloci durch sehr heterogene Zuordnungswahr-
scheinlichkeiten zunédchst schwer interpretierbar erscheint.
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Abb. 72: Ergebnisse fiir die Evaluation der Anzahl mit dem Datensatz unterscheidbarer
Populationen nach der EVANNO-Methode fiir die Kombination rezenter und historischer
Genotypen. Evaluiert wurden potentielle Populationscluster von K=3 bis K=17.

Bei der nach EVANNO wahrscheinlicheren K=5 Populationsdifferenzierung sind anhand
der hauptsédchlichen Zuordnungswahrscheinlichkeiten auffillige Unterschiede und Ge-
meinsamkeiten der rezenten im Vergleich zu historischen Populationen differenzierbar.
Sehr einheitliche Zuordnungen zu einer gemeinsamen Population ergeben sich fiir die drei
Seen des natiirlichen Konigssee-Systems (Konigssee historisch und rezent, Obersee histo-
risch). Die historischen und rezenten Proben vom Starnberger See, Ammersee, Tegernsee
und Walchensee unterscheiden sich teilweise sehr deutlich. Der rezente Walchensee teilt
zu einem geringen Teil Zuordnungswahrscheinlichkeiten zum gleichen Cluster wie der re-
zente Hintersee, Starnberger See und Tegernsee (und Hintersee N=1). Die historische
Walchensee-Probe dagegen weist teilweise Zuordnungen auf, die sie mit dem rezenten
Ammersee, und Starnberger See (beide Isar-Einzugsgebiet) teilt, hat aber auch substantiel-
le Anteile, die eine eigenen Identitit fiir den Walchensee (historisch und rezent), den his-
torischen Tegernsee, den Schliersee und den Soiernsee anzeigen. Bodensee und Griinsee
bilden einen gemeinsamen, relativ einheitlichen Cluster.

Die Interpretation der Zuordnungswahrscheinlichkeiten bei der nach EVANNO deutlichen
weniger wahrscheinlichen Clustereinteilung von K=10 hat Gemeinsamkeiten mit K=5, al-
lerdings werden Bodensee, Griinsee und zu einem Anteil auch der Obersee als separate
Populationseinheiten detektiert. Sowohl Ammersee als Konigssee im Vergleich historisch
— rezent unterscheiden sich auf dieser Ebene etwas stiarker differenziert, z.B. ist der teilt
der historische Konigssee mehr Anteile mit dem historischen Obersee, als der rezente.
Soiernsee und Walchensee (historisch und rezent) werden hdufiger gemeinsam gruppiert.



Berichtsteil II: Untersuchungen zur Genetik 87

Abb. 73: Ergebnisse der Zuordnungsanalysen mit structure (ohne Gruppeninformation) fiir Mikrosatelliten- Genotypen (Gesamtdatensatz) fiir
K=5 und K=10 (K nach EVANNO-Methode evaluiert) . Der Seenursprung wird zwischen den Barplots angegeben. Die verschiedenen Farben ge-
ben die Zuordnung des jeweiligen Genotyps zu K=5 bzw. K=10 ,,Populationen* an. Jeder Balken représentiert eines von 445 Individuen (x-
Achse), die y-Achse zeigt die prozentuale Wahrscheinlichkeit, mit der das jeweilige Individuum einer von K ,, Populationen* zugeordnet wird.
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4.2.3 Zusammenfassung der Genetik-Ergebnisse

4.2.3.1 Uberpriifung der Hypothesen/Teilhypothesen

Hypothese 1 / Teilhypothese: Rezente Populationen mit nachweisbarem Populationsein-
bruch und/oder historisch nicht nachweisbaren Populationen mit anschlieffendem Wie-
deraufbau unterscheiden sich genomisch kaum voneinander, aber signifikant und stark
von ihren historischen Gegenstiicken: Starnbergersee, Walchensee, Tegernsee.

Solche rezenten Populationen unterscheiden sich genomisch in unterschiedlicher Weise
durchaus voneinander. Es werden zwar oft rezente Individuen der Populationen Starnber-
ger See, Walchensee und Tegernsee identischen Grundgesamtheiten zugeordnet bzw. sind
sich zueinander am #hnlichsten. Diese Tendenz ist aber nicht konsistent. Genfluss-
Korrelate wie signifikante paarweise Fsr-Werte weisen diese als jeweils eigenstidndig aus.
Trotz der Ahnlichkeiten hat eine offensichtlich unterschiedliche Aufbaugeschichte
und/oder ein unterschiedlichem Anteil an den Zusammenbruch iiberdauernden eigenen
Elementen dazu gefiihrt, dass sie sich signifkant unterscheiden. Es sind jeweils eigene Po-
pulationen, allerdings ohne evolutionir-autochthonen Charakter.

Im Vergleich mit den historischen Populationen erweisen sich die wieder aufgebauten Po-
pulationen als stark veridndert. Dies gilt besonders ausgeprigt fiir die zusammengebroche-
nen Populationen aus dem Starnberger See und Tegernsee, aber auch fiir die Walchensee-
Population. Trotz fehlenden Zusammenbruchs dhnelt letztere auf beiden Markerebenen
teilweise den beiden vorgenannten rezenten Seenpopulationen Starnberger See und Te-
gernsee. Sie unterscheidet sich aber teilweise deutlich auf Mikrosatellitenebene von der
historischen Walchensee-Population. Der mittelalterliche Erstbesatz des Walchensees mit
Tegernsee-Material bleibt aber im Vergleich von historischem Walchensee-Material mit
historischem Tegernsee-Material im Genom nachvollziehbar.

Hypothesel / Teilhypothese: Die wieder aufgebauten Populationen weisen u. a. Ahnlich-
keiten mit den Populationen Hintersee und Bodensee auf, da diese als natiirliches Reser-
voir fiir Wiederaufbaumafinahmen zur Verfiigung stehen.

Diese Teilhypothese konnte auf Mikrosatelliten-Ebene sicher gestiitzt werden. Die rezen-
ten Populationen Tegernsee und Walchensee weisen hier groBe Ahnlichkeiten mit der des
Hintersees, nicht aber mit der des Bodensees auf. Auf AFLP-Ebene ist ein Hintersee- Ein-
fluss auf die rezent wieder aufgebauten Populationen nicht nach nachweisbar.

Hypothesel / Teilhypothese: Die Verwandtschaft von Populationen, die nicht von Popu-
lationszusammenbriichen betroffen waren (Bodensee, Ammersee, Walchensee, Konigssee,
Hintersee), zeigen auch rezent ein Verwandtschaftsmuster / Ahnlichkeit zueinander, das
dem Flusssystem bzw. der rdumlichen Ndhe zueinander entspricht.

Die urspriingliche Verwandtschaft historischer Populationen, die geographisch im Gewds-
sersystem besonders beieinander liegen und deshalb aus evolutioniren Griinden Ahnlich-
keiten aufweisen sollten, kann bestidtigt werden: Die geographisch nahe ,Isar-Inn-
Populationen* Starnberger See, Walchensee, Schliersee, Tegernsee, Schliersee unterschei-
den sich deutlicher von den im Vergleich isolierteren ,,Inn-Salzachpopulationen* Konigs-
see, Obersee, Hintersee. Diese historisch nachweisbare Ahnlichkeit zueinander ist bei den
im Datensatz repriasentierten modernen Populationen, die von Zusammenbriichen betrof-
fen waren, nicht mehr nachweisbar. Diese sind sich untereinander dhnlicher als im Ver-
gleich zu den geographisch separierten Verwandtschaftsgruppen.
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Die nicht durch Populationszusammenbriiche gekennzeichneten Populationen Konigssee
und Ammersee zeigen dieses Muster dagegen nicht. Auch die Ammersee- und Konigssee-
Populationen zeigen zwar im historischen Vergleich geringe Veridnderungen in der
genomischen Diversitit, nicht aber in ihrer evolutiondr gewachsenen Identitéit. So liegen
historische und rezente Populationen zwar in Ahnlichkeitsanalysen und Zuordnungstests
separat, gruppieren aber dennoch nahe beieinander.

Die natiirlichen Populationen des Konigssee-Systems sind als solche identifizierbar. Die
Position der aberranten Ammersee-Population liegt zwar ndher am siidostbayerischen
Cluster als am siidwestbayerischen Bodensee, sie bleibt aber in den meisten Analysen er-
halten.

Die nicht zusammengebrochenen Populationen Bodensee und Hintersee weisen stark ab-
weichende Besonderheiten auf. Der Bodensee als einziger Repridsentant der westlichen
voralpinen Seesaiblings-Ppopulationen weicht von allen anderen untersuchten Populatio-
nen erwartungsgemif} stark ab und ist deshalb nicht direkt mit den anderen vergleichbar.
Die moderne Population des Hintersees erscheint hingegen extrem heterogen aus Indivi-
duen zusammengesetzt, die einerseits Ahnlichkeit mit dem Bodensee-Material haben, und
andererseits aus solchen, die Ahnlichkeit mit den Populationen des Konigssee-Systems,
aber auch mit der modernen wieder aufgebauten Gruppe aufweisen.

Hypothese 2 Kiinstlich besiedelte Seen weisen ein Verwandtschaftsmuster mit anderen un-
tersuchten Seen auf, das eine Ahnlichkeit zu wieder aufgebauten Populationen widerspie-
gelt.

Die beiden untersuchten Hochgebirgspopulationen waren in sich sehr homogen. Der
Griinsee erscheint durch einen genetischen Flaschenhals gegangen zu sein. Dies wird
durch seine stark betonte eigene Identitit deutlich, die mit Inzucht begriindbar sein kann.
Trotz dieser Eigenheiten gruppiert er in Ahnlichkeitsanalysen, die nicht durch populati-
onsgenetische Annahmen begriindet sind, nahe bei der vermutlichen Griinderpopulation
aus dem Konigssee-System und nicht bei anderen kiinstlich aufgebauten Populationen.
Die Population des Soiernssees weist im Gegensatz zum Griinsee Gemeinsamkeiten mit
dem historischen Walchensee-, Tegernsee-, Starnberger See-Cluster auf, nicht aber mit de-
ren modernen Gegenstiicken.

4.2.3.2 Identifizierung urspriinglicher vs. verdnderter bayerischer Seesaiblingsbestinde
Aus den genetischen Ergebnissen ergeben sich folgende Zuordnungen:

Bodensee: Die untersuchten Briitlinge der Bodensee-Population sind durch eine starke,
eigene Identitdt gekennzeichnet. Inwieweit sie tatsdchlich mit einer der drei bereits von
BRUNNER et al., (1998) Bodensee-Populationen identisch ist, ldsst sich ohne detailliertere
Vergleiche mit mehr Bodensee-Material, sowie Schweizer Populationen nicht feststellen.

Ammersee: Die als Salvelinus evasus als eigene Art beschriebene Ammersee-Population
weist sich sowohl historisch als auch rezent als eigenstindig und wenig beeinflusst aus.
Unterschiede zwischen historischen und rezenten Proben lassen sich theoretisch mit einer
verminderten Populationsgrofle in der Phase der Eutrophierung des Ammersees in den
70er Jahren erkldren. Die Population, die nie explizit einem Populationsmanagement un-
terworfen war, sollte hohe Schutzwiirdigkeit als eigenstindige, natiirlich gewachsene au-
tochthone Ressource genief3en.

Starnberger See: Die historische Starnberger See Population unterscheidet sich stark von
der rezenten Wiederauftbau-Population. Sie war den nahe gelegenen Populationen aus dem
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Walchensee, Tegernsee, Schliersee am nédchsten verwandt. Die rezente Population ist sehr
heterogen zusammengesetzt und hat Ahnlichkeiten mit einem Teil der aktuellen Tegernsee
und Hintersee-Population. Moglicherweise stammt ein Teil beider Aufbaupopulationen
aus dem Hintersee oder mit diesen wahrscheinlich nahe verwandten Salzkammergut-
Populationen, aus den der Starnberger See nachweislich besetzt wurde (Grundlsee,
Fuschlsee).

Walchensee: Historisch war der Walchensee wohl frei von Seesaiblingen, wurde aber aus
schon im Mittelalter aus dem Tegernsee besetzt. Die historischen Schuppenproben erga-
ben in der Tat eine hohe Ahnlichkeit mit historischen Schuppenproben aus dem Tegern-
see. Die aktuelle Walchensee-Population hat noch Anteile dieser historischen Walchen-
see/Tegernsee-Population, hat aber auch andere genetische Anteile, die mit dem rezenten
Starnberger See/Tegernsee-Cluster tibereinstimmen.

Schliersee: Aus diesem See lagen nur historische Schuppenproben vor, die groBere Ahn-
lichkeiten mit der historischen Tegernsee-Population aufweist (PCoa), mit anderen Analy-
semethoden hingegen zu den rezenten Tegernsee/Starnberger See-Populationen gruppiert.
Die Stichprobengrof3e ist aber sehr klein, worauf die Unsicherheiten zuriickzufiihren sind.

Tegernsee: Die historische Tegernsee-Population erscheint genetisch im Tegernsee nach
der Eutrophierungsphase erloschen. Sie hat groBere Ahnlichkeit mit der des historischen
Walchensees (der aus dem Tegernsee urspriinglich besetzt wurde) und des Soiernsees. Die
Wiederaufbau-Population #hnelt hingegen der des Starnberger Sees und Teilen des
Hintersees.

Soiernsee: Die rezente Population des Soiernsees hat groBe Ahnlichkeit mit der histori-
schen Walchensee-, Teilen der aktuellen Walchensee-, und der historischen Tegernsee-
Population. Eine detailliertere Analyse konnte ergeben, dass sich Anteile des historischen
Clusters Walchensee, Tegernsee und Schliersee im Soiernsee erhalten haben.

Konigssee/Obersee: Als geographischer Teil des Konigssee-Systems (zusammen mit
Obersee und Griinsee) hat der Konigssee seine urspriingliche genetische Identitdt weitge-
hend erhalten, obwohl in der rezenten Population einige Fremdelemente detektierbar sind.
Der historische Konigssee unterscheidet sich von der eindeutig ndchstverwandten histori-
schen Obersee-Population geringfiigig, von der rezenten Konigssee-Population etwas
deutlicher.

Griinsee: Die genetische Integritit des sicher (auch) aus dem Konigssee-System besetzten
Griinsees liegt phénetisch in der Nihe des Konigssees. Allerdings weist der Griinsee eini-
ge Besonderheiten auf, die auch auf einen verringerte allelische Vielfalt zuriickzufiihren
sind. Nicht annahmefreie populationsgenetische Analysemethoden weisen die Griinsee-
Population als eigenstindig und separat aus, andere als eigenstindigen Konigssee-
Systembestandteil.

Hintersee: Da von der historischen Hintersee-Population leider nur eine historische
Schuppenprobe vorliegt, und da die genommene Probe aus Jahrlingen in Aquakultur ge-
zogen wurde, sind die Aussagen iiber die Hintersee-Population nicht voll als Referenz fiir
die freie Seenpopulation belastbar. Demnach ist die aktuelle Hintersee-Population aus
zwei Teilen zusammengesetzt, einem stark an die Bodensee-Population erinnernden An-
teil und einen moglicherweise autochthonen Anteil.
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4.3 Diskussion

Die genetischen Untersuchungen sollten zeigen, (1) wie sich heutige Bestinde des alpinen
Seesaiblings (Salvelinus cf. umbla) von historischen Bestinden auf genomischer Ebene
unterscheiden, (2) welche Unterschiede zwischen ausgewdihlten Populationen hinsichtlich
aquakultur-relevanter genomischer Merkmalskorrelate bestehen, und (3) welche Ableitun-
gen fiir die gezielte Rekonstruktion natiirlicher Bestinde bzw. welche genetischen Grund-
lagen (bzw. deren Korrelate) fiir die Selektion natiirlich evolvierter aquakulturrelevanter
Eigenschaften auf der Basis der gewonnenen Ergebnisse identifiziert werden konnen.

Die Analysen zeigten, dass sich die heutigen Bestinde des Alpinen Seesaiblings von den
historischen auf genomischer Ebene unterscheiden. Ein substantieller Anteil der geneti-
schen Varianz im Datensatz war auf Unterschiede zwischen den Populationen zuriickzu-
fithren, darunter auch auf Unterschiede zwischen rezenten und historischen. Besonders im
AFLP- Vergleich der rezenten Populationen wird aber auch ein deutlich groBerer Anteil
iber die individuelle Varianz erklirt. Dies ist besonders im Vergleich nahe verwandter
Populationen zu erwarten, denn die kurze Zeit seit der Differenzierung nahe verwandter
Populationen und Arten wird auch unter strengen natiirlichen Selektionsbedingungen da-
fiir sorgen, dass nur der selektierte Anteil des Genoms differenziert (WU, 1998; LUIKART,
et al., 2003). Dies bedeutet, dass auch ein kleinerer Anteil genomischer Divergenz von
Populationen, der moglicherweise auch aquakulturrelevante genomische Informationen
trigt, klare phéinotypische Unterschiede z.B. in Leistungsparametern bewirken kann. Fiir
zwei phénotypisch unterscheidbare Stimme kanadischer Seesaiblinge (Salvelinus alpinus)
konnte z.B. gezeigt werden, dass einzelne genetische Pradispositionen (SNPs) so genann-
ter Kandidatengene signifikant mit unterschiedlichem Wachstumsleistungen unter kontrol-
lierten Aquakulturbedingungen korrelieren (TAO UND BOULDING, 2003). In der vorliegen-
den Studie wurde (1) nur mit anonymen Genmarkern gearbeitet, und (2) es wurde keine
kontrollierten Kreuzungen durchgefiihrt, die fiir Heritabilititsstudien nétig sind. Deshalb
waren keine direkten Korrelationen von einzelnen Markern und Leistungsparametern be-
rechenbar. Dennoch zeigen die Ergebnisse, das eine an einzelnen Markern orientierte Eva-
luierung der in diesem Projekt aufgebauten Stimme dazu fiihren kann, dass die in den
Herkunftsvergleichen gefundenen Unterschiede in Leistungsparametern genomisch ange-
sprochen und fiir die gezielte Weiterzucht genutzt werden konnten. Auf der Basis der noch
im vergangenen Jahr kaum erschwinglichen, jetzt aber immer giinstiger werdenden ,,Next
Generation Sequencing“-Methoden wére ein solche Fortfithrung der Evaluation von Ein-
zelmarkern moglich. Diese ermoglichen das Komplettgenom vergleichend zu
sequenzieren, so weitere Kandidatengene ohne zu grolen Aufwand zu detektieren. Das
Projekt hat erfolgreich populationsgenetische Unterschiede als Voraussetzung dafiir her-
ausgearbeitet und Kandidatenstimme fiir weiter fithrende Kreuzungs- und
Aufzuchtexperimente angelegt.

Die herausgearbeiteten Unterschiede und Ahnlichkeiten der untersuchten Populationen er-
ginzen die Arbeiten von BRUNNER et al. (1998) und ENGLBRECHT et al. (2002). In deren
Analysen waren allerdings nur verhéltnisméfig wenig deutsche Populationen eingegan-
gen, und es standen keine historischen Schuppenproben fiir einen Vergleich zur Verfii-
gung. An durch Besatz weitgehend unbeeinflussten Populationen hatte BRUNNER et al.
(1998) innerhalb des Voralpenraumes drei Verwandtschaftsgruppen identifiziert, die mit
der Lage der Seen in den drei groen Flusssystemen Rhone, Rhein und Donau korrelieren.
Der Fokus der vorliegenden Studie lag auf deutschen Populationen des Donau-
Einzugsgebiets, denn der Bodensee ist der einzige deutsche Seesaiblingssee im Rhein-
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Einzug. Erwartungsgemil gruppierten die analysierten Bodensee-Tiere einheitlich weit
entfernt von allen anderen Populationen, es waren allerdings unter den Jihrlingen aus dem
Hintersee Tiere mit einer Rhein-Einzugsidentitét vertreten. Weiter gehende statistisch be-
lastbare Populationsdifferenzierungen innerhalb des Donauraumes liel der Datensatz von
BRUNNER et al. (1998) nicht zu. Es war allerdings die Tendenz zu erkennen, dass von den
drei untersuchten Populationen die des Ammersees und des Konigssees nédher beieinander
liegen als zu der des Grundlsees (Salzkammergut, Osterreich).

ENGLBRECHT et al. (2002) hatte aus dem Rhein-Einzugsgebiet ebenfalls nur den Bodensee
reprasentiert, dafiir aber eine groflere Anzahl Osterreichischer Populationen aus dem Do-
nau-Einzugsgebiet. Zu den deutschen Populationen Ammersee (Isar), Starnberger See
(Isar) und Konigssee/Obersee/Griinsee (Inn) kamen noch aus dem Lech-Einzugsgebiet den
Plan- und Heiterwanger See, sowie der Grundl- und den Fuschlsee. Hauptergebnis der
damaligen Studie war, dass die Population des Starnberger Sees deutliche Ahnlichkeiten
mit der des Grundl- und Fuschlsees aufwies, aus dem nach KLEIN (1988) auch zum Wie-
deraufbau der Population besetzt worden war. Weiterhin konnten sie zeigen, dass Saiblin-
ge des Konigssee-Systems niher mit den Tieren aus dem Salzkammergut (ebenfalls Inn)
verwandt waren, als mit denen aus Isar-, Lech- oder Bodensee-Gebiet. Die hier vorgelegte
Studie bestitigt diese Arbeit nur teilweise, denn es konnten keine dsterreichischen Popula-
tionen mit einbezogen werden. Ammersee und der Bodensee nehmen eine Sonderstellung
ein, wobei die Ammersee-Tiere eindeutig weniger nahe mit den Bodensee-Tieren gruppie-
ren als mit den iibrigen Donau-Populationen. Im Gegensatz zu ENGLBRECHT et al. (2002)
konnte aber erstmals mit Hilfe der historischen Schuppendaten eine feinere Populations-
struktur im ostbayerischen Bereich erarbeitet werden. Demnach existierte urspriinglich ei-
ne Verwandtschaftsgruppe bestehend Starnberger See, Walchensee, Tegernsee und
Schliersee sowie eine weitere im Konigssee-System.

Die Identifikation dieses Clusters ermoglichte die Bedeutung des Soiernsees als historisch
angelegtes ex-situ Reservoir fiir diese Verwandtschaftsgruppe festzustellen. Ein gezielter
Wiederaufbau historisch belegter, quasi-autochthoner Bestdnde wére mit dieser und mog-
licherweise weiteren noch zu identifizierenden Hochgebirgspopulationen denkbar. Die
Datengrundlage fiir weitere Vergleiche wire mit den vorgelegten Mikrosatelliten-Daten
gegeben. Ahnliche Ansitze fiir Seesaiblinge wurden bereits in Frankreich diskutiert, wo
historisch transplantierte Populationen aus dem Rhone-Einzug in das zentralfranzosische
Massif Central als ex-situ Reservoir bekannt geworden waren (MACHINO & RIVIER, 2002).
Hierbei wire allerdings die eingeschrinkte genetische Diversitét dieser aus kleinen Griin-
derpopulationen hervorgegangenen Populationen zu bedenken.
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