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1 ZIELE UND AUFGABENSTELLUNG DES PROJEKTS

Die Bundesrepublik Deutschland hat im Jahr 2007 die Nationale Strategie zur
biologischen Vielfalt (BMU 2007) beschlossen und bekennt sich damit zu ihrer
Verantwortung zum Schutz und Erhalt der Biodiversitat. Nach der 1993 in Kraft
getretenen Internationalen Biodiversitats-Konvention (Convention on Biological
Diversity, CBD) umfasst der Begriff der Biodiversitat die Vielfalt der Okosysteme, die
Vielfalt zwischen und innerhalb von Arten sowie deren genetische Vielfalt (UN 1992).
Genetische Variationen sind die Grundlage bei der Entstehung und Weiterentwicklung
von Arten im Verlauf der Evolution. Die genetische Diversitat kann dabei Uber das
Aussterben oder Uberleben von Populationen oder Arten bei sich &ndernden

Umweltbedingungen entscheiden.

Das Bundesministerium fur Ernahrung und Landwirtschaft und Verbraucherschutz
(BMELV) hat mit der im Jahr 2007 beschlossenen Agrobiodiversitatsstrategie (BMELV
2007) den Rahmen fur die Nationalen Fachprogramme zu pflanzen-, tier-, forst- und
fischgenetischen Ressourcen geschaffen. Das Fachprogramm Aquatische Genetische
Ressourcen (AGR, BMELV 2010) zielt darauf ab, die genetische Vielfalt aquatischer

Organismen langfristig zu erhalten und deren nachhaltige Nutzung sicherzustellen.

Die Asche (Thymallus thymallus) wird auf Europdischer Ebene aktuell nach der Roten
Liste des IUCN als nicht gefahrdet eingestuft (,least concern”) (Freyhof & Brooks, 2011).
Dagegen wurden in den letzten Jahrzehnten deutliche Bestandsruckgange
dokumentiert (u.a. Mueller, Pander & Geist, 2018), so dass sie in Deutschland als stark
gefahrdet gilt (BfN, 2009).

In den Roten Listen der Bundeslidnder ist die Asche als gefahrdet (Hessen), stark
gefahrdet (Niedersachsen, Nordrhein-Westfalen, Sachsen-Anhalt, Sachsen, Baden-
Wadarttemberg, Bayern, Thuringen, Saarland) oder sogar vom Aussterben bedroht

(Rheinland-Pfalz) eingestuft.

Trotz Bestandserholungen bis in die 1990er Jahre, initilert durch eine massive
Verringerung der stofflichen Belastung vieler FlieBgewdasser, werden in jungerer Zeit
erneut Riuckgange vieler Aschenpopulationen beobachtet. Als Ursachen des
Bestandsruckganges kieslaichender stromungsliebender Fischarten gilt die
Gewasserdegradation und dabei insbesondere das Zusammenspiel von

Stauregulierung (Potamalisierung von Gewasserabschnitten), der Intensivierung der
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Landwirtschaft (Sediment- und Nahrstoffeintrag) und des Klimawandels (Radinger et
al., 2017; Mueller et al., 2018). Aber auch die stoffliche Belastung - als Quelle ruckt
zunehmend die Landwirtschaft in den Fokus - der potentiellen Laich- und
Habitatgewasser (Hubner, 2003) ist oft immer noch problematisch. Weitere
Gefahrdungsursachen stellen der eingeschrankte Populationsaustausch durch
Wanderhindernisse (Kolbinger, 2002; Junge et al., 2014) sowie der Fral3druck durch
Kormorane (Phalacrocorax carbo sinenis) oder Gansesager (Mergus merganser) dar
(Schroder, Kohl & Hanfland, 2007; Jepsen, Ravn & Pedersen, 2018).

Die Asche stellt in der Angelfischerei eine beliebte Fischart dar. Aus diesem Grund
spielt auch der Besatz mit Aschen eine Rolle, besonders vor dem Hintergrund der stark
zurlckgegangenen Bestande. Der Besatz bzw. bestandsstitzende MalBnahmen
beinhalten jedoch auch die Gefahr der Beeinflussung bzw. Extinktion autochthoner,
regional adaptierter Populationen, wenn auch der Erfolg von Fischbesatz fur die
Angelfischerei art-, groBen- und gewasserspezifisch ist (Arlinghaus et al., 2015). Viele
Populationen genutzter bzw. bewirtschafteter Fischarten sind in der Vergangenheit
durch Besatzmal3nahmen genetisch Uberpragt und zum grofBen Teil durch drastische
Umweltveranderungen wie Gewasserverschmutzung und Gewasserverbau in ihrer
Zusammensetzung und Funktion verandert worden. Naturliche Fischpopulationen
wurden dabei z.T. durch Besatz Uberformt, die genetische Integritat und Diversitat
entspricht potenziell nicht mehr ihrem urspringlichen Zustand. Der genetische Effekt
von Fischbesatz im Sinne einer mittel- bis langfristigen Etablierung von Besatz-
Genmaterial in der betreffenden Population gilt bei Salmoniden als schwer
vorhersagbar (Hindar, Ryman & Utter, 1991). Fur die Asche konnten vom Ausbleiben
eines Effekts bis hin zum vollstandigen Verlust des ursprunglichen Genpools bereits
alle denkbaren Szenarien nachgewiesen werden (Gum, Gross & Kuehn, 2006; Meraner,
Cornetti & Gandolfi, 2014; Persat et al., 2016).

Ziel der vorliegenden Studie war es, Wildpopulationen der Asche (Thymallus thymallus)
im Gesamtgebiet von Deutschland genetisch zu charakterisieren. Hierzu sollten 30
Aschenpopulationen aus mindestens funf Flussgebietseinheiten (FGE) Deutschlands
erfasst, molekulargenetisch analysiert und die genetische Variabilitat sowie die
verwandtschaftlichen Beziehungen innerhalb und zwischen den Populationen erfasst

und bewertet werden.

Ubergreifendes Ziel ist es, genetisch eigenstandige Populationen der Asche als

~evolutiondre Einheiten” mit ihren regionalen, genetischen und phanotypischen
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Eigenheiten zu erhalten und langfristig im Bestand zu sichern. Im Hinblick auf die
fischereiliche Bewirtschaftung und gegebenenfalls erforderliche BesatzmalBnahmen

steht hierbei eine praxisorientierte Bewertung der genetischen Distanzen bzw.

Variabilitaten und Verwandtschaften im Vordergrund.
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2 PLANUNG UND ABLAUF DES PROJEKTS

Die inhaltlichen Aufgaben des Projekts wurden in vier Arbeitspakete (AP1-AP4)
unterteilt, deren ursprungliche Planung und tatsachlicher zeitlicher Ablauf in Abb. 1
dargestellt sind. Im Folgenden wird hauptsachlich auf den inhaltlichen und zeitlichen
Ablauf eingegangen, wohingegen die exakte Methodendarstellung der Arbeitspakete

unter Kap. 4 erfolgt.

Vorhabenmonate
2016

1

2017 2018 2019

AP 1
AP 2
AP3
AP 4

Abbildung 1: Arbeits- und Zeitplan aufgeschlisselt nach Arbeitspaketen (AP 1-4) des
Dienstleistungsangebots.

2.1 AP1 - Populationsauswahl

Die Auswahl geeigneter Gewasserabschnitte erfolgte in Absprache mit den
Landesfischereibehdrden, Wasserwirtschafts- und Naturschutzverwaltungen, den
Landesfischereiverbanden und vor allem mit den die jeweiligen Zielgewasser
betreuenden Anglervereinen. Vorrangig wurden vorhandene Informationen aus
Fischartenkatastern und -atlanten und anderen bereits vorhandenen Datenbanken
und Karteninformationen ausgewertet, wobei die Qualitat und Verfugbarkeit in den
einzelnen Bundeslandern sehr unterschiedlich war. Auf Grundlage der hierbei
gewonnenen Informationen und nach Rucksprache mit lokalen Akteuren wurden
insgesamt ca. 40 HerkUnfte aus 6 Flussgebietseinheiten fur die Probenahmen ermittelt.
Als malgebliche Auswahlkriterien dienten dabei Autochthonie, Populationsstarke,
Informationen zu Bewirtschaftung/Besatz und Informationen zur Isolierung auf Grund
fehlender Gewasserdurchgangigkeit. Bei der Auswahl der Herkunfte wurden die nach
GENRES (2009) férderfahigen Wildpopulationen der Asche beriicksichtigt, in denen
noch nennenswerte Bestande existieren. Dazu zahlen das Muldesystem, die Gerdau
mit Nebengewassern, die Aller-Ortze und Nebengewasser, die Mittlere Leine, die Leine-
llme und Nebengewadasser, das Bodesystem, das Rhein-Main Gebiet, das Rhein-

Bodensee-Gebiet, das Elbesystem und das Gebiet Donau-Sud.
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Abbildung 2: Kartografische Darstellung der Herkunftsgewasser der | 33 ~Nesse/Horsel
Aschen, von welchen Material fir die genetischen Analysen gewonnen 34 Ortze
wurde. Die Flussgebietseinheiten (FGE) sind durch rote Linien voneinander | 35 Werra'
abgegrenzt. 36 Werra2
(Kartenquelle://commons.wikimedia.org/wiki/File:Deutschland_Flussgebie
tseinheiten.png)

2.2 AP2 - Probenbeschaffung und Befischungen

Im Vorfeld der Befischungen wurden bei den zustandigen Fischerei- und

Naturschutzbehdrden die noétigen Genehmigungen unter Verweis auf die nicht-
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invasive Methode zur DNA-Gewinnung mittels forensischer Schleimhautabstriche
beantragt. Die Genehmigungen wurden ausnahmslos erteilt. Bei der Planung der
Befischungen war auf Grund der rdumlichen Trennung der Populationen von einem
Zeitaufwand von ca. einem Tag pro Herkunft ausgegangen worden. Durch die
bundesweiten Untersuchungen war auferdem mit langen An- und Abreisezeiten zu
rechnen, weshalb wahrend einer einwochigen Beprobung maximal mit einer
erfolgreichen Beprobung von 3-4 Herkunften zu rechnen war. Diese Annahmen
erwiesen sich als zu optimistisch. Bei den Befischungen zeigte sich, dass sich die
Bestandssituation der Asche in vielen Gewassern gegeniiber den Informationen,
welche Fischkatastern, Datenbanken und mundlichen Mitteilungen durch Fischerei-
und Anglerverbande entstammten, noch wesentlich verschlechtert hatte. So waren
beispielsweise in der Ortze im Bereich Eversen, in der Radolfzeller Aach, in der Lahn
und in der Selke im Vorfeld unserer Befischungen gute Aschenbestande dokumentiert,
die wir im Zuge der Befischungen jedoch nicht mehr bestatigen konnten. Die
Abundanzen waren in vielen Gewassern so gering, dass trotz zum Teil mehrtagigen
Aufwands der Fang der angestrebten 30 Individuen pro Herkunft nicht immer erreicht
werden konnte. Besonders deutlich wurde eine wichtige Ursache fur den
Bestandsruckgang an der Selke im Bereich des NSG Oberes Selketal: In diesem
naturnahen Gewasserabschnitt existierte lange ein intakter und individuenreicher
Aschenbestand (miindl. Mitt. B. Kammerad). Bei unserer Befischung 2017 konnten nur
noch sehr wenige Exemplare gefangen werden, die fast durchweg Hackspuren von

piscivoren Vogeln aufwiesen.

Der Aufwand fur die Probenbeschaffung war daher wesentlich gréRer als vermutet und
die dafur bendtigte Zeit nahm gegentber dem ursprunglichen Zeitplan stark zu. Im
Projektverlauf wurden insgesamt 40 HerkUnfte beprobt, um die ursprunglich geplante
GrolRenordnung von 900 zu analysierenden Individuen zu erreichen. Dabei konnten in
36 Herkunften aus den 5 Flussgebietseinheiten Donau, Elbe, Maas, Rhein und Weser
insgesamt 1169 Aschen gefangen und genetisches Material gewonnen werden (Tabelle
1). In 27 Herkinften wurden >30, in 7 Herkinften 10-29 und in 2 HerkUnften <10

Individuen gefangen.
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Tabelle 1: Herkunftsgewésser der Asche, in denen Individuen fiir die Analyse der genetischen Variabilitat
gewonnen wurden.
Bundeslander und GPS-Koordinaten der Probestellen sowie die Anzahl der gefangenen Individuen (N) und
deren durchschnittliche Langen (), Massen (m) und Korpulenzfaktoren (K).

Aufgefuhrt sind die Flussgebietseinheiten

(FGE),

Landkreise,

Gemeinden,

GPS-Koordinaten

Ind ol

om

Nr Gewadsser FGE Gemeinde Landkreis Land o K
(WGS84) (N) (mm) (g)
1 Ammer*  Donau Peiting Weilheim- oy 47046'27,1"N 10°57'39.7°E 30 2687 -
Schongau -
2 Inn* Donau  Gars Mihldorf ~ BY  48°9"16,4"N 12°18'49,1"E 30 3830 - -
3 lsar* Donau Garching Munchen BY 48°13'40,2"N 11°39'443"E 33 3733 - -
4 Floha* Elbe  Gorsdorf ErZgebirgs- o\ 50°4254,6'N 13°1328,4°E 40 2134 45,1
kreis 0,82
Erfurt-
5 Gera* Elbe _ Erfurt TH  51°124,2"N 10°59'4,1"E 80 1338 56,1
Gispersleben 0,74
6 Gerdau* Elbe  Gerdau Uelzen NI 52°58'192"N 10°22'24,5'E 35 237,3 149,0 0,98
7 lim* Ebe  Mellingen  VeIMarer  p 50o5630,0°N 11°2320,0° 19 2779 171,1
Land 0,76
8 PreRnitzt Elbe  COroRruck-  Erzgebirgs- o ghongicagiN 13043199 33 2571 -
erswalde kreis -
hwarz- Erzgebirgs-
g STWarE o ppe Aue [8EDINES- o\ 50034'58,9"N 12°4322,8"E 30 2307 -
wasser kreis -
10 Selke* Elbe  Harzgerode Harz ST 51°4024,5"N 11°11'32,8"E 43 2564 2483 0,92
11 Zschopau* Elbe  Drebach E;Z‘icfb'rgs' SN 50°4255°N13°327,7°E 40 2087 1553 .
12 Rur1 Maas  Julich Diiren NRW 50°54'2,0"N 6°21'374"E 33 2409 - -
13 Rur2 Maas Heinsberg Heinsberg NRW  51°5'54,8"N 6°6'4,7"E 16 1806 - -
14 Ahr Rhein  Blankenheim Euskirchen ~ NRW 50°24'30,1'N 6°41'19,5"E 30 242,6 170,5 0,74
15 Alme Rhein  AMESCNIOSS o o born  NRW  51°44'437'N 8°4229.3'E 39 2582 217.4
Neuhaus 1,06
16  Erf* Rhein  Burgstadt  Miltenberg  BY  49°4220,2'N9°17'47"E 7 1910 851 0,74
17 Frankische opoin  Eifershausen 529 BY  50°8456"N9°5727,3'E 7  167,0 396
Saale Kissingen 0,63
18 Hénne Rhein ~ enden Markischer  \ oW 51925253'N 7°4913,0' 42 1583 -
(Sauerland) Kreis -
19 Lahn Rhein  Colbe Marburg- e 5ge51117,3'N 8°47292"E 38 2074 1089
Biedenkopf 1,01
20 Lenne Rhein  Lennestadt  Olpe NRW 51°6'44,7"N 8°3'556'E 29 1812 - -
21 Lippe Rhein  B.Lippspringe Paderborn  NRW 51°46'16,6"N 8°47'83"E 25 252,8 - -
Radolfzeller . Singen o o N oL Ar "
22 20 Rhein A8 wiey Komstanz  BW  47°47202'NE°S033EE 12 2483 1623 .o
23 Sinn Rhein ~ Gémunden - Main- BY  50°4'38,4"N 9°40444"E 30 1420 308
a. Main Spessart 0,75
24  Wupper 1 Rhein Solingen Solingen NRW  51°9'36,0"N 7°7'59,1"E 25 2744 - -
25 Wupper2 Rhein  Solingen Solingen NRW  51°7'41,8"N 7°3'0,3"E 28 - - -
26 Bega Weser B.Salzuflen  Lippe NRW 52°2'467"N 8°46'502"E 31 181,0 - -
27 Diemel Weser  Warburg Hoxter NRW 51°30'24,3"N 9°427,2"E 30 261,7 - -
28 Emmer  Weser Steinheim  Hoxter NRW 51°51'595"N 9°6'2,6"E 34 184,1 - -
29 Felda Weser Kravenberg- Wartburg- 550 guN 10045179 36 2704 190,9
gemeinde kreis 0,82
30 Fulda Weser Bebra Hersfeld- b 50o5625,9'N 9°46'38,7°E 43 114,0 45,1
Rotenburg 0,82
31 lime* Weser  Einbeck Northeim NI 51°48284"N 9°52'30,4"E 42 3223 - -
32 Leine* Weser Gottingen  Gottingen NI 51°30'583'N 9°55'456"E 31 177,4 688 0,73
33 Nesse/ Weser  Eisenach Eisenach TH  50°58'47,8'N 10°20'237"E 40 2765 212,5
Horsel 0,95
34 Ortze Weser Miden (O.)  Celle NI 52°52'39,7"N10°7'16,8"E 33 2320 1246 0,76
35 Werral  Weser Breitungen Cmalkalde 50°45'15,0"N 10°20'28,8"E 32 144,6 38,5
n-Meiningen 0,81
Hildburg- . I
36 Werra2  Weser Themar TH  50°29'24,1"N 10°37'47,6"E 35 147,4 36,2
hausen 0,82

* forderfahige Stamme und Wildpopulationen der Asche gemaR des GAK-Rahmenplans 2008 - 2011 (GENRES, 2009)
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Bis auf eine Herkunft wurden alle Individuen vermessen, ebenso wurde versucht, alle
Individuen zu wiegen. Dies war jedoch nicht immer moglich (siehe Tabelle 1). So war es
einigen Probenehmern nicht moglich im Rahmen Ihrer Probenahmen mobile Waagen
zu verwenden bzw. oft war ein fehlerfreies exaktes Wiegen vor allem kleinerer Fische
durch  Motorvibrationen, schlechte  Wetterbedingungen oder turbulente
Wasserbewegungen nicht moglich. Des Weiteren war bei Watbefischungen das Wiegen
oft nur moglich, wenn der Bestand ausreichend gut war und man sich an einer
geeigneten Stelle am Ufer ein Lager errichten konnte in welchem die gefangenen

Fische gewogen werden konnten.

2.3 AP3 Genetische Analysen

Durch den grol3en zeitlichen Aufwand fur die Probenbeschaffung konnte die Analyse

des Hauptteils der Proben erst wesentlich spater als geplant durchgefihrt werden.

Far die Mikrosatelliten-Analyse wurde ein Gen-Analysator (ABI PRISM® 3100 Genetic
Analyzer) angeschafft. Die Analyse der Mikrosatelliten-Marker mittels eigenen Gen-
Analysators ermdglichte zum einen die unabhangige und somit effizientere Etablierung
und Evaluierung zusatzlicher polymorpher Mikrosatelliten-Loci (siehe auch Los 4
Schleie, Kdbsch et al, in Vorbereitung). Zum anderen war dadurch die optimale
Etablierung und Testung der Multiplex-Sets zielgerichteter und weniger zeitintensiv, im
Vergleich zur Analyse durch Unterauftragsnehmer. Dies war gerade im Hinblick auf die
far die zu verwendenden Marker von besonderer Bedeutung. Diese bestehen
vorwiegend aus Dinukleotid-Repeats, welche anfallig fur sog. ,Stutter-Peaks"” sind und
somit zu fehlerhaften Fragmentlangen fuhren kénnen. Durch die optimale Etablierung
wurde die spatere Auswertung erleichtert und weniger fehleranfallig. Aufgrund
erheblicher Verzdgerungen bei der Beschaffung des Gerats und zeitaufwandigen
Etablierungs- und Wartungsarbeiten wurde die Analyse der Mikrosatellitenmarker
allerdings zusatzlich verzdgert. Weiterhin kam es zu vielen Ausfallen der

Fragmentlangenanalysen (siehe Kapitel 4.4.3.) bis Mitte 2019.

2.4 AP4 Auswertung und Bewertung

Die Auswertung der Ergebnisse konnte zwar teils schon vor Beendigung der
Laborarbeiten begonnen werden, fur den populationsgenetischen Vergleich war
jedoch das Vorliegen aller erhobenen molekulargenetischen Daten notwendig,

weshalb diese Analysen erst ab Mitte 2019 durchgefuhrt werden konnten.
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Das technisch  bedingte  Auftreten von sogenannten ,Stutter-Peaks”
(Amplifikationsfehler wahrend der PCR) war eines der Hauptprobleme bei der Analyse
der Daten (siehe Kapitel 4.5). Die Bestimmung der Fragmentlangen war hierbei nur
schwer automatisierbar bzw. haufig fehlerbehaftet, weshalb die Rohdaten der
Fragmentlangenanalysen aller Individuen und Loci manuell kuratiert und ausgewertet
werden mussten, was allein bei Uber 12.000 zu analysierenden MS-Fragmentlangen
mehrere Wochen dauerte. Zusammen mit der schwierigen Probenbeschaffung und
den zahlreichen Ausfallen bei der Mikrosatellitenamplifizierung ergab sich daraus eine
zeitliche Verzdgerungen von Uber 15 Monaten gegenuber dem ursprunglichen

Zeitplan.
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3 WISSENSCHAFTLICHER UND TECHNISCHER STAND
AN DEN ANGEKNUPFT WURDE

3.1 Phylogeographie und Populationsgenetik der Asche

Die Asche ist europaweit in stark stromenden, sommerkihlen FlieRBgewassern
verbreitet. Ihre geographische Verbreitung reicht dabei von Nordwestrussland und der
Ukraine im Osten bis nach Westfrankreich und England im Westen, sowie von
Skandinavien im Norden bis zum Balkan im Suden (Kottelat & Freyhof, 2007). Im
subkontinentalen Gebiet Deutschlands findet sich die Asche vor allem in Flissen der
Mittelgebirgslagen und der Voralpenregion. Im (westlichen) atlantisch gepragten
Lebensraum, stellen Flusse in mittelgebirgsnahen Lagen, wie dem nodrdlichen
Harzvorland, der Lineburger Heide oder der westfalischen Tieflandbucht, geeignete
Gewasser dar (BfN, 2013b).

Wichtige Erkenntnisse zur populationsgenetischen Struktur und zur Phylogeographie
der Asche in Europa auf Basis mitochondrialer Marker finden sich in den Arbeiten von
Koskinen et al. (2000), Gross et al. (2001), Weiss et al. (2002), Gum, Gross & Kuehn (2005),
Gum et al. (2006), Mari¢ et al. (2011, 2012, 2014) und Meraner & Gandolfi (2012). Eine
Synthese dieser und weiterer Studien findet sich im Review von Gum, Gross & Geist
(2009).

Erste Informationen zur postglazialen Ausbreitung anhand mitochondrialer
Markergene von Thymallus thymallus lieferte dabei die Studie von Koskinen et al. (2000).
Die Studie umfasste 561 Individuen aus 28 Populationen, wobei der grol3te Anteil aus
nordeuropaischen Landern (z.B. Finnland oder Schweden) stammte. Zwei der
untersuchten Populationen stammten aus Flussgebietseinheiten (FGE) innerhalb
Deutschlands (Elbe und Donau). Anhand von RFLP-Analysen und Sequenzvariationen
von ND5/6 und Cytochrom b/D-loop Daten wurden 27 Composite-Haplotypen erkannt.
Es konnten drei unterschiedliche mitochondriale Hauptlinien im europdaischen
Verbreitungsgebiet beschrieben werden. Diese erstrecken sich Uber Nordeuropa (Linie
), Mittel-/Osteuropa (Linie 1l) und sddlichere Regionen, speziell das

Donaueinzugsgebiet (Linie Ill) (Koskinen et al., 2000).

Eine weitere Untersuchung zur genetischen Differenzierung der Asche innerhalb
Deutschlands wurde von Gross et al. (2001) anhand von 4 bayerischen Populationen
durchgefuhrt. Durch RFLP-Analysen der mitochondrialen ND1- und ND3/4-Region
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sowie des nukledaren GH-1 Gens, wurden 6 Composite-Haplotypen im bayrischen
Gebiet erkannt, welche sich in drei Gruppen einteilen. Gruppe | umfasste Haplotypen,
welche sich in allen bayrischen FGE wiederfinden. Gruppe Il enthielt mit einer
Ausnahme ausschlieBlich Individuen aus der FGE Donau und Gruppe Il (Aul3engruppe)
umfasste Individuen aus Estland. Diese Studie fand ebenfalls Hinweise auf einen
Genfluss zwischen den Flussgebietseinheiten Rhein/Main, Elbe und Donau, der durch
Sekundarkontakte nach der (post-)glazialen Differenzierung der genetischen Linien

ermoglicht wurde (Gross et al., 2001).

Gum et al. (2005) legten den Fokus ihrer Untersuchungen auf Mittel- und Nordeuropa
und die Kontaktzonen der bis dahin bekannten mitochondrialen Linien. Anhand von
RFLP- und Mikrosatelliten-Analysen von 780 Individuen aus 29 Standorten konnten 30
Composite-Haplotypen erfasst werden. Dabei ergaben sich vier mitochondriale
Hauptlinien, welche anhand der ND1- und ND5/6-Region erhoben wurden. Linie | und
lIl waren identisch mit den von Koskinen et al. (2000) beschriebenen Regionen. Gum et
al. (2005) konnten die von Koskinen et al. (2000) beschriebene Linie Il (Mittel-
/Osteuropa) in Sudwest-/Westeuropa (lla) und Zentral-/Osteuropa (lIb) unterteilen.
Linie lla enthalt Populationen der FGE Rhein/Main und aus Gewassern Englands. Die
Populationen von Linie llb finden sich ausgehend von den FGE Elbe und Weser in
dstlicher Richtung bis in Gewasser Litauens und ndrdlicher Richtung bis in Gewasser
Sudskandinaviens wieder. Aulerdem konnte nachgewiesen werden, dass es einen
Sekundarkontakt zwischen den Linien in bestimmten Gebieten Deutschlands als auch
in anderen europaischen Regionen gegeben hat (Gum et al., 2005). Unter Hinzunahme
einer weiteren Studie (Susnik, Snoj & Dov¢, 2001), welche die phylogeographische
Verbreitung der Asche in nordlich gelegenen Flusssystemen der Adria untersucht,
definieren Gum et al. (2009) insgesamt funf genetische Hauptlinien der Asche im

europaischen Verbreitungsgebiet.

Mikrosatelliten-basierte Studien zur Populationsgenetik der Asche zeigten eine im
Vergleich zu anderen Fischarten geringe genetische Diversitat innerhalb der
Populationen. Gleichzeitig wurde ein hohes Mald an genetischer Strukturierung
zwischen Populationen gefunden (mittlerer Fs-Wert fir Aschenpopulationen in Europa
= 0,367, Gum et al., 2005), wobei in vielen Fallen selbst benachbarte Populationen
innerhalb derselben Einzugsgebiete signifikant voneinander differenziert sind (Gum et
al., 2003, 2005, 2009; Vonlanthen & Schlunke, 2015; Vonlanthen & Hefti, 2016). Die auf

Basis der mitochondrialen Marker definierten genetischen Linien konnten auch auf
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Basis von Mikrosatellitenanalysen klar voneinander abgegrenzt werden (Gum et al.,
2009).

3.2 Methoden zur molekulargenetischen Charakterisierung der
Asche

Ahnlich dem Vorgehen in einer vorangegangenen Studie zur genetischen Diversitat der
Barbe wurde DNA aus forensischen Schleimhautabstrichen extrahiert (Berendonk et
al., 2015). Dabei wurde im Rahmen dieser Studie das Protokoll zur Entnahme, Lagerung

und Extraktion der Proben noch weiterentwickelt.

Die Analyse mitochondrialer Marker eignet sich aufgrund geringerer Mutationsraten
gegenuber Mikrosatelliten-Marker zur Erkennung groBraumiger, phylogeographischer
Muster und zur Beschreibung historischer Genflisse. Um eine Einordnung der
gewonnenen Erkenntnisse in die bereits bekannten genetischen Linien nach Gum et al.
(2005) zu ermoglichen, war die Verwendung der in dieser Studie benutzten RFLP-
Analyse der mitochondrialen ND1 & ND5/6-Region durch den Auftraggeber

vorgegeben.

Im Gegensatz zu den mitochondrialen Markern dienen nukleare Mikrosatelliten-
Marker zur Analyse der genetischen Diversitat auf Populationsebene bzw. zwischen
Populationen auf kleinerer geografischer Skala und zur Beurteilung rezenten
Genflusses. Um auch hier eine Einordnung der Ergebnisse gegenuber u.a. Gum et al.
(2005) zu ermdglichen wurden folgende 10 Mikrosatelliten-Marker in der vorliegenden
Studie verwendet: BFRO004, BFRO005, BFRO006, BFRO009, BFRO010, BFRO011, F-43,
Ocl-8, Ogo-2, One-9. Zusatzlich wurden ohne weitere Kosten fur den Auftraggeber zwei
weitere Mikrosatelliten-Marker untersucht (BFRO007, SSOSL311).
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Auswahl geeigneter Herklnfte der Asche

Grundlage fur die Auswahl der Populationen, welche analysiert werden sollten, war die
ausgiebige Recherche zur aktuellen Verbreitung der Asche in Deutschland. Hierzu
wurden zundchst alle online verfugbaren Informationen gepruft. Auf Grundlage

folgender Quellen:

e https://www.bfn.de/fileadmin/MDB/documents/themen/natura2000/Nat_Beric
ht_2013/Arten/fische_ohne_wanderfische.pdf (Verbreitungskarten der FFH-
Arten - Fische, Thymallus thymallus, Stand 2013)

e Fischartenatlas ,Fischfauna-online 2.0" (Brunken & Winkler, 2015)

wurden daraufhin folgende Flussgebietseinheiten als aussichtsreiche Zielgebiete

ausgewahlt:
Donau, Rhein, Elbe, Weser, Oder und Maas.

Die Flussgebietseinheiten Ems, Warnow/Peene, Schlei/Trave und Eider wurden auf
Grund fehlender bzw. marginaler Nachweise der Asche ausgeschlossen. Dort aktuell
vorhandene Populationen liegen auBerhalb des natlrlichen Verbreitungsgebietes der
Art und gehen daher ausschlieBlich auf Besatz zurtck (z.B. Population der Nebel im

Warnowsystem).
Im Weiteren wurden folgende Quellen zur Verbreitung der Asche analysiert:

1) Fischkataster der Fischerei- bzw. Umweltbeh6rden der Bundeslander
e nicht frei verfugbar, auf Anfrage jedoch oft nutzbar oder Informationen werden
erteilt
e die darin meist enthaltene Monitoring-Befischungen zur Umsetzung der EU-
WRRL sind oft nur punktuell und nur bedingt reprasentativ fur das ganze
Gewasser
2) Fischatlanten und Forschungsberichte
e diese sind oft veraltet, jedoch fur die Analyse von Bestandsveranderungen
nutzbar
3) Anfragen bei Fischerei-, Gewasser- und Anglerverbanden
e meist sehr aktuell, jedoch oft stark auf Zielfischarten der Angelfischerei

fokussiert
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4) Anfragen an Fischereisachverstandige
e oft Auftragnehmer fur WRRL-Befischungen, Gutachter und Durchfihrende von
Forschungsarbeiten
e Informationen sehr aktuell und wissenschaftlich wertvoll
5) Anglerforen im Internet
e ca. 1,6 Millionen Angler sind in Deutschland aktiv und viele nutzen das Internet
zum Austausch von Erfahrungen und guten Fangplatzen
6) Fischereiinstitute

e sindin der Regel sowohl im Bestandsmonitoring als auch in der Forschung aktiv

Auf Grundlage der hierbei gewonnenen Informationen wurde die Auswahl potentieller
Herklnfte in den Flussgebietseinheiten (FGE) weiter eingeschrankt. Grundsatzlich geht
man davon aus, dass die Populationen innerhalb einer FGE genetisch ahnlicher sind,
da sich durch die rdumliche Trennung zu Populationen anderer FGE genetische
Hauptlinien etabliert haben sollten. Innerhalb einer FGE besteht zwar meist ein
langfristiger genetischer Austausch, Individuen einer Fischart konnen jedoch durch
naturliche wie auch anthropogen verursachte raumliche Trennung ihrer Habitate

isoliert sein und daher nicht oder nur eingeschrankt miteinander reproduzieren.

Die naturliche Isolation von Reproduktionseinheiten der Asche kénnte innerhalb der
FGE durch die FlieBgewasser-Teileinzugsgebiete gegeben sein; wenn diese grol3 genug
sind, um die typische Aschenregion (Huet, 1959) bzw. die typischen fischzénotischen
Grundauspragungen zu enthalten und sich diese, durch von der Asche nicht genutzte
Gewasserabschnitte, voneinander abgrenzen lassen. Die Asche gilt als standorttreue
Fischart mit meist nur kurzen Laichwanderungen und zeigt Homing- sowie Post-
spawning homing-Verhalten (Ovidio et al., 2004; Heggenes et al., 2006). Daher zeigen
Aschenbestande zwischen (und seltener auch innerhalb) von Teileinzugsgebieten
signifikante genetische Unterschiede (Gum et al., 2009; Vonlanthen & Schlunke, 2015;
Vonlanthen & Hefti, 2016).

Bei der praktischen Auswahl der zu beprobenden Aschen-Herklnfte wurde zunéchst
analysiert, welche Gewasser besonders reich an Individuen sind. Dabei zeigte sich, dass
die Bestandsdichten der Asche meist sehr gering sind bzw. bis zur Jahrtausendwende
und danach sehr individuenreiche Populationen aus verschiedenen Griunden oftmals
fast komplett zusammengebrochen sind. Im Weiteren wurde bei der
Herkunftsauswahl  berucksichtigt, ob fur die analysierten Populationen

unuberwindbare Querbauwerke (Wehre, Wasserkraftanlagen) eine Rolle spielen und
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ob und inwieweit die Population aktuell bzw. in der Vergangenheit durch Besatz
gestutzt und gegebenenfalls genetisch verfremdet werden/wurden. Die
Besatzsituation konnte allerdings in vielen Fallen nicht eindeutig geklart werden. Bei
der Auswahl der Herkinfte wurden die nach GENRES (2009) forderfahigen
Wildpopulationen der Asche berticksichtigt, in denen noch nennenswerte Bestande
existieren. Dazu zahlen das Muldesystem, die Gerdau mit Nebengewassern, die Aller-
Ortze und Nebengewésser, die Mittlere Leine, die Leine-llme und Nebengewésser, das
Bodesystem, das Rhein-Main Gebiet, das Rhein-Bodensee-Gebiet und das Gebiet

Donau-Sud.

4.2 Aufbau eines Kooperationsnetzwerks

Im Verlauf des Projekts wurde ein Netzwerk mit Fischerei-Akteuren aufgebaut. Dazu
zahlten  Fischereibehorden,  Forschungsinstitute,  Fischerei- und  Angler-
verbande/vereine sowie freiberufliche Biologen und fischereibiologisch arbeitende
Buros. Die malRgeblichen Akteure sind nachfolgend fur die jeweiligen Bundeslander

aufgefuhrt.

Baden-Wirttemberg Fischereiforschungsstelle Baden-Wuarttemberg, Dr. Roland

Rosch

Bayern Fischereifachberatung Oberbayern, Dr. Bernhard Gum/ Tobias
Ruff
Fischereifachberatung Schwaben, Dr. Oliver Born
Fischereifachberatung Unterfranken, Dr. Wolgang Silkenat
Landesfischereiverband Bayern e.V.
Anglerverein Isaria MUnchen e.V.
Anglerverein Die Sinnfischer e.V.
ASV 1966 Burgstadt e.V.

Verein der Sportfischer Elfershausen e.V.

Hessen BFS-Marburg, Dr. Dirk Hibner

Sportanglerverein Bebra e.V.

Mecklenburg- Landesanglerverband M-V e.V.
Vorpommern
Niedersachsen Nds. Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittel-

sicherheit, Dez. Binnenfischerei - Fischereikundlicher Dienst,
Dr. Hans-Hermann Arzbach

Anglerverband Niedersachsen e.V., Dr. Matthias Emmrich
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ASV Miiden/Ortze e.V.
Fischereiverein Eversen e.V.
ASC Silze e V.

Nordrhein-Westfalen LANUV NRW
Bezirksregierung Dusseldorf, Dez. 51, Dr. Nicole Scheifhacken
Fischereiverband Westfalen-Lippe e.V., Carsten Nolting
Jonas Rose, 6bv Fischereisachverstandiger

Interessengemeinschaft Untere Rur (IGUR), Heinz-Josef Jochims
Saarland Fischereiverband Saar, Sebastian Hoffmann

Sachsen Sachsische Fischereibehorde, Dr. Gert Fullner
Labor fur Fisch- und Gewasser-Okologie, Maik-Gert Werner

Anglerverband Studsachsen Mulde/Elster e.V., Lutz Kannegiel3er

Sachsen-Anhalt Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt, Ref. Fischerei, Bernd
Kammerad
Thiringen Institut fUr Gewasserdkologie und Fischereibiologie Jena, Dr.

Falko Wagner
Fischokol. & Limnolog. Untersuchungsstelle Stdthdringen,

Wolfgang Schmalz

Uber diese Kontakte wurden einerseits Informationen zu den Bestédnden der Asche in
den jeweiligen Bundeslandern generiert und andererseits versucht, Synergieeffekte
mit ohnehin stattfindenden Befischungen zu nutzen. So konnten beispielsweise im
Rahmen eines Artenschutzprojekts zur Asche in der hessischen Lahn durch Dr. Dirk
Hubner (im Auftrag des RP Giel3en) Proben aus der Lahn gewonnen werden. In
anderen Bundeslandern wurden teilweise erfolgreich freie Buros und Biologen, die als
Auftragnehmer fir WRRL-Befischungen fungierten, fir die Aschenbeprobung
beauftragt bzw. Befischungen in Kooperation mit diesen durchgeftuhrt. In Nordrhein-
Westfalen konnten viele Proben bei Befischungen im Rahmen des

Aschenhilfsprogramms gesammelt werden (LANUV, 2017).
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4.3 Untersuchte Herkunfte

4.3.1 Probenahme und Elektrobefischung

Die Beprobung erfolgte mittels Elektrofischerei (CEN Norm 14962 2004 Wasserqualitat
-Fischfang, CEN Norm 14011, 2003 Elektrofischen, FIBS) - in kleinen bis mittleren
FlieBgewassern als Watbefischung mit Hilfe eines Elektrofischfanggerates (EFGI 650,
Firma Bretschneider Spezialelektronik) durch mindestens zwei entsprechend
ausgebildete Fachkrafte mit Elektrofischereischein und Fischereischein. Bei der
Beprobung grolRerer FlieRgewasser wurden die Befischungen je nach Wassertiefe und
Stromung als Boots- oder  Treidelbefischung mit leistungsstarkeren
Elektrofischfanggeraten (EFGI 1300, EFGI 4000, teils in Kombination mit einer
Streifenanode, Firma Bretschneider Spezialelektronik) auf einem Aluminiumboot
(fungiert als Flachen-Kathode) durchgefuhrt. Die Elektrobefischung fuhrt bei
schonender und vor allem der Fischart und den Gewasserverhaltnissen angepasster
Durchfuhrung zu keiner dauerhaften Schadigung der Fische (RUmmler, Schreckenbach
& Pfeiffer, 1998). Die gefangenen Individuen wurden in einem Fischtransportbehalter
gesammelt und anschlieBend schonend vermessen und gewogen. Die Berechnung des

Korpulenzfaktors erfolgte nach Heincke (1908).

Wahrend der Vermessung wurden mit einem Abstrichtupfer (forensic swab, Sarstedt
AG) insgesamt zwei oder drei Abstriche im Kopfbereich, an den Koérperflanken
und/oder aus der Maulhohle (Bukkalprobe) entnommen. Insgesamt konnte von 1169

Aschen genetisches Material gewonnen werden.

4.3.2 Status-Berichte zu den HerkUnften

In diesem Kapitel werden die Informationen zu den 36 Populationsherkunften, in
welchen Aschen gefangen werden konnten, in Steckbriefen zusammengefasst. Alle
Populationen mit AGRDEU-Nummer gingen in genetische Analysen ein (vgl. Appendix
1). Bei den befischten Gewassern wurde der FlieRgewdassertyp angegeben, welcher im
Bereich der beprobten Gewasserstrecke vorlag. Informationen zur Einordnung des
beprobten Gewassers in das Gesamtflusssystem lassen sich tUber die Angabe ,Abfluss
in/Uber’ sowie Uber die Angaben zur Gewasserlange und Einzugsgebietsgrolie
ermitteln. Die Informationen zur fischereilichen Bewirtschaftung sowie zum Besatz mit
Aschen wurden Uber die Fischerei- und Naturschutzbehérden sowie die
ortsansassigen Anglervereine, Fischerei- und Gewassergenossenschaften erhoben. Fur

den Fall, dass Informationen zum Besatz mit Aschen vorlagen, sind diese unter ,Besatz
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mit Aschen’ vermerkt, wenn der Besatz durch die erfolgreich kontaktierten Akteure
ausgeschlossen wurde ist dies mit ,nein’ vermerkt. Fur die Falle, in denen die lokalen
Akteure keine genauen Angaben machen konnten, oder kein Kontakt mit den

entsprechenden Vereinen zustande kam, wurde der Besatz mit Aschen als ,unbekannt’

gekennzeichnet.
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Herkunft - Gewasser

Ammer

Population (AGRDEU-Nr.)
Gewassertyp nach WRRL'
Abfluss Uber/in
Gewasserlange (km)'
EinzugsgebietsgroRe (km?)™
Flussgebietseinheit
Landkreis

Gemeinde

Bundesland
GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

THY-001

Typ 1: FlieBgewasser der Alpen (Subtyp 1.2)

Isar — Donau — Schwarzes Meer

50 (84 mit Linder)

715

Donau

Weilheim-Schongau

Peiting

Bayern

47°46'27,1"N 10°57'39,7"E

Angelfischerei

Ja, lange Zeit Besatz mit Aschen aus Zuchtstamm des LfU
Bayern in Wielenbach mit Ursprung in der Ammer (Information
von Dr. Oliver Born, Fachberatung fUr Fischerei Schwaben).

Wildpopulation nach GAK-Liste' ja
Herkunft - Gewasser Inn
Population (AGRDEU-Nr.) THY-002

Gewassertyp nach WRRL'
Abfluss Gber/in
Gewasserlange (km) '
Einzugsgebietsgrofle (km?) '
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Typ 4 : GroR3e FlUsse des Alpenvorlandes
Donau — Schwarzes Meer

517,0

26130,0

Donau

Gars

Muhldorf

Bayern

48°9'16,4"N 12°18'49,1"E

Angelfischerei

Besatz mit Aschen ja
Wildpopulation nach GAK-Liste'3 ja
Herkunft - Gewasser Isar
Population (AGRDEU-Nr.) THY-003

Gewassertyp nach WRRL'
Abfluss Uber/in
Gewasserlange (km) "7
EinzugsgebietsgrolRe (km?) 7
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

Wildpopulation nach GAK-Liste'

Typ 2: FlieRgewasser des Alpenvorlandes (Subtyp 2.2)
Donau — Schwarzes Meer

291,5

8962,3

Donau

Mianchen

Garching

Bayern

48°13'40,2"N 11°39'44,3"E

Angelfischerei

Im befischten Bereich intensiver Besatz nach
Bestandseinbrichen vor ca. 10-15 Jahren. Aktuell kein Besatz,
selbstreproduzierender Bestand (Information T. Ruff,
Fischereifachberatung Oberbayern).

ja
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Herkunft - Gewasser

Fl6ha

Population (AGRDEU-Nr.)
Gewassertyp nach WRRL'

Abfluss Gber/in
Gewasserlange (km) °
EinzugsgebietsgrofRe (km?) >
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

THY-004

Typ 9: Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche
Mittelgebirgsflisse

Zschopau — Freiberger Mulde — Mulde — Elbe — Nordsee
78,0

799,0

Elbe

Erzgebirgskreis

Gorsdorf

Sachsen

50°42'54,6"N 13°13'28,4"E

Angelfischerei

Initialbesatz in den 1970er Jahren und 1992 aus der
Bobritzsch/Freiberger Mulde. Seitdem kein Besatz (Information
Lutz Kannegieler, AV Stidsachsen).

Wildpopulation nach GAK-Liste'3 ja
Herkunft - Gewasser Gera
Population (AGRDEU-Nr.) THY-005

Gewassertyp nach WRRL'

Abfluss Gber/in
Gewasserlange (km) °
EinzugsgebietsgrolRe (km?) >
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

Typ 9: Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche
Mittelgebirgsflisse

Unstrut — Saale — Elbe — Nordsee

85,0

1092,0

Elbe

Erfurt

Erfurt-Gispersleben

Tharingen

51°1'24,2"N 10°59'4,1"E

Angelfischerei

Nach Einbrechen der Bestande nach 2000, bereichsweise
intensiver Aschenbesatz. Herkunft des Materials unbekannt
(Information W. Schmalz, FLUSS).

Wildpopulation nach GAK-Liste'3 ja
Herkunft - Gewasser Gerdau
Population (AGRDEU-Nr.) THY-006

Gewassertyp nach WRRL'
Abfluss Uber/in
Gewasserlange (km) ®
EinzugsgebietsgrofRe (km?) >
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

Wildpopulation nach GAK-Liste'

Typ 17: Kiesgepragte Tieflandflisse

Ilmenau — Elbe — Nordsee

29,7

427,7

Elbe

Uelzen

Gerdau

Niedersachsen

52°58'19,2"N 10°22'24,5"E

Angelfischerei

Nein. Kein Besatz mit Aschen bekannt. Isolierter Oberlauf nach
unten abgegrenzt durch nicht durchgangiges Wehr (Information
W Neuwirth, ASV Gerdautal).

ja
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Herkunft - Gewasser

IIm

Population (AGRDEU-Nr.)
Gewassertyp nach WRRL'

Abfluss Uber/in
Gewasserlange (km)®
EinzugsgebietsgroflRe (km?)°
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

THY-007

Typ 9.1: Karbonatische, fein- bis grobmaterialreiche
Mittelgebirgsflisse

Saale — Elbe — Nordsee

134,2

1042,7

Elbe

Weimarer Land

Mellingen

Tharingen

50°56'30,0"N 11°23'20,0"E

Angelfischerei

Nach Bestandseinbrichen um 2000 teilw. intensiver Besatz u.a.
aus Fischzucht L. Keidel (Information W. Schmalz, FLUSS).

Wildpopulation nach GAK-Liste'? ja
Herkunft - Gewasser PrefR3nitz
Population (AGRDEU-Nr.) THY-008

Gewassertyp nach WRRL'

Abfluss Uber/in
Gewasserlange (km)®
EinzugsgebietsgrolRe (km?)°
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

Typ 9: Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche
Mittelgebirgsflisse

Zschopau — Freiberger Mulde — Mulde — Elbe — Nordsee
ca. 37

209,0

Elbe

Erzgebirgskreis

GroBruckerswalde

Sachsen

50°37'53,6"N 13°4'31,9"E

Angelfischerei

Initialbesatz aus Bobritzsch/Freiberger Mulde in 1970er Jahren.
Aktuell Besatz mit Britlingen aus Zuchtprogramm im
Muldesystem (Information L. Kannegiel3er, AV Stidsachsen)

Wildpopulation nach GAK-Liste'3 ja
Herkunft - Gewasser Schwarzwasser
Population (AGRDEU-Nr.) THY-009

Gewassertyp nach WRRL'

Abfluss Uber/in
Gewasserlange (km)®
EinzugsgebietsgrolRe (km?)°>
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

Wildpopulation nach GAK-Liste'3

Typ 9: Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche
Mittelgebirgsflisse

Zwickauer Mulde — Mulde — Elbe — Nordsee

49,4

363,0

Elbe

Erzgebirgskreis

Aue

Sachsen

50°34'58,9"N 12°43'22,8"E

Angelfischerei

Initialbesatz aus Bobritzsch/Freiberger Mulde in den 1970er
Jahren/Aufstieg aus Zwickauer Mulde. Aktuell Besatz mit
Brutlingen aus Zuchtprogramm im Muldesystem (Information L.
Kannegiel3er, AV Stdsachsen)

ja
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Herkunft - Gewasser

Selke

Population (AGRDEU-Nr.)
Gewadssertyp nach WRRL" >
Abfluss Gber/in
Gewasserlange (km)®
EinzugsgebietsgroflRe (km?)°
Flussgebietseinheit
Landkreis

Gemeinde

Bundesland
GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

THY-010

Typ 5: Grobmaterialreiche, silikatische Mittelgebirgsbache
Bode — Saale — Elbe — Nordsee

64,4

468,0

Elbe

Harz

Harzgerode

Sachsen-Anhalt

51°40'24,5"N 11°11'32,8"E

Angelfischerei

Initialbesatz aus der Helme. Seitdem kein Besatz mehr (Infor-
mation B. Kammerad, Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt).

Wildpopulation nach GAK-Liste'® ja
Herkunft - Gewasser Zschopau
Population (AGRDEU-Nr.) THY-011
Gewassertyp nach WRRL! Typ 9: Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche Mittelgebirgs-

flusse
Abfluss Gber/in Freiberger Mulde — Mulde — Elbe — Nordsee
Gewasserlange (km)® 130,0
EinzugsgebietsgrolRe (km?)° 1847,0
Flussgebietseinheit Elbe
Landkreis Erzgebirgskreis
Gemeinde Drebach
Bundesland Sachsen

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

50°42'5,5"N 13°3'27,7"E

Angelfischerei

Initialbesatz aus Bobritzsch/Freiberger Mulde in den 1970er Jah-
ren. Aktuell Besatz mit Brutlingen Zuchtprogramm im Mulde-
system (Information L. KannegieBBer, AV Stidsachsen)

Wildpopulation nach GAK-Liste' nein
Herkunft - Gewasser Rur 1
Population (AGRDEU-Nr.) THY-012
Gewassertyp nach WRRL! Typ 9: Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche Mittelgeb?.rgs-

flusse
Abfluss Uber/in Maas — Hollands Diep — Nordsee
Gewasserlange (km)® 165,0
EinzugsgebietsgrolRe (km?2)® 2360,0
Flussgebietseinheit Maas
Landkreis Duren
Gemeinde Julich
Bundesland Nordrhein-Westfalen

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

Wildpopulation nach GAK-Liste'3

50°54'2,0"N 6°21'37,4"E

Angelfischerei

Nein. Es wurde auch in der Vergangenheit kein Besatz vorge-
nommen (Aussage von H.-J. Jochims, Interessengemeinschaft
Untere Rur).

nein
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Herkunft - Gewasser Rur 2
Population (AGRDEU-Nr.) THY-013
Gewassertyp nach WRRL! Typ 9 : Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche Mittelgeb?.rgs-

flisse
Abfluss Gber/in Maas — Hollands Diep — Nordsee
Gewasserlange (km)® 165,0
EinzugsgebietsgrofRe (km?2)® 2360,0
Flussgebietseinheit Maas
Landkreis Heinsberg
Gemeinde Heinsberg
Bundesland Nordrhein-Westfalen

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

51°5'54,8"N 6°6'4,7"E

Angelfischerei

Nein. Es wurde auch in der Vergangenheit ein Besatz vorge-
nommen (Aussage von H.-J. Jochims, Interessengemeinschaft
Untere Rur).

Wildpopulation nach GAK-Liste'3 nein
Herkunft - Gewasser Ahr
Population (AGRDEU-Nr.) THY-014
Gewassertyp nach WRRL! Typ 9 : Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche Mittelgeb?'rgs-

flisse
Abfluss Uber/in Rhein — Nordsee
Gewasserlange (km)'® 85,1
EinzugsgebietsgrolRe (km?)'® 897,5
Flussgebietseinheit Rhein
Landkreis Euskirchen
Gemeinde Blankenheim
Bundesland Nordrhein-Westfalen

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

50°24'30,1"N 6°41'19,5"E

Angelfischerei

Nein. Isolierter Oberlauf (abgetrennt durch nicht durchgangiges
Webhr), in dem nie Aschenbesatz vorgenommen wurde (Aussage
der Pachter H. RUtz und G. Burock).

Wildpopulation nach GAK-Liste'3 nein
Herkunft - Gewasser Alme
Population (AGRDEU-Nr.) THY-015
Gewassertyp nach WRRL' Typ 9.1: Karbonatische, fein- bis grobmaterialreiche.MitteiIge-

birgsflisse
Abfluss tber/in Lippe — Rhein — Nordsee
Gewasserlange (km)'® 59,1
EinzugsgebietsgroRe (km?)'® 763,0
Flussgebietseinheit Rhein
Landkreis Paderborn
Gemeinde Amt Schloss Neuhaus
Bundesland Nordrhein-Westfalen

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

Wildpopulation nach GAK-Liste'3

51°44'43,7"N 8°42'29,3"E

Angelfischerei

Ja, Besatz aus eigenem Zuchtstamm, der mit Aschen aus der
Alme aufgebaut wurde (Information C. Nolting Landesfischerei-
verband Westfalen/Lippe).

nein

28 | Material und Methoden



Herkunft - Gewasser

Erf

Population (AGRDEU-Nr.)
Gewassertyp nach WRRL'

Abfluss Gber/in
Gewasserlange (km'"®
EinzugsgebietsgrolRe (km2)'®
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung
Besatz mit Aschen
Wildpopulation nach GAK-Liste'®

THY-016

Typ 9: Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche
Mittelgebirgsflisse

Main — Rhein — Nordsee

40,2

2478

Rhein

Miltenberg

Burgstadt

Bayern

49°42'20,2"N 9°17'4,7"E

Angelfischerei

Ja, Besatz mit Aschen der Fischzucht Lothar Keidel.
ja

Herkunft - Gewasser

Frankische Saale

Population (AGRDEU-Nr.)
Gewassertyp nach WRRL'

Abfluss Uber/in
Gewasserlange (km)#°
EinzugsgebietsgrolRe (km2)2°
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung
Besatz mit Aschen

THY-017

Typ 9.1: Karbonatische, fein- bis grobmaterialreiche

Mittelgebirgsflisse

Main — Rhein — Nordsee
140,0

2766,5

Rhein

Bad Kissingen
Elfershausen

Bayern

50°8'45,6"N 9°57'27,3"E
Angelfischerei

Ja, Besatz mit Aschen der Fischzucht Lothar Keidel.

Wildpopulation nach GAK-Liste' nein
Herkunft - Gewasser Honne
Population (AGRDEU-Nr.) THY-018

Gewassertyp nach WRRL'

Abfluss Uber/in
Gewasserlange (km)®
Einzugsgebietsgrole (km2)®
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung
Besatz mit Aschen
Wildpopulation nach GAK-Liste'

Typ 9: Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche
Mittelgebirgsflisse

Ruhr — Rhein — Nordsee
33,4

262,2

Rhein

Markischer Kreis

Menden (Sauerland)
Nordrhein-Westfalen
51°25'25,3"N 7°49'13,0"E
Angelfischerei
unbekannt

nein
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Herkunft - Gewasser

Lahn

Population (AGRDEU-Nr.)
Gewassertyp nach WRRL'
Abfluss Gber/in
Gewasserlange (km)™
Einzugsgebietsgrofe (km?)'°
Flussgebietseinheit
Landkreis

Gemeinde

Bundesland
GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

THY-019

Typ 9.2: GroRe Flusse des Mittelgebirges

Rhein — Nordsee

245,6

5925,0

Rhein

Marburg-Biedenkopf

Colbe

Hessen

50°51'17,3"N 8°47'29,2"E

Angelfischerei

2017 Besatz mit Aschen unbekannter Herkunft (genetische Da-
ten liegen Institut fir Hydrobiologie vor). Informationen zu Be-
satz in der Vergangenheit nicht vorhanden, kann aber auch
nicht ausgeschlossen werden (Dr. Dirk Hibner, BFS Marburg).

Wildpopulation nach GAK-Liste'3 nein
Herkunft - Gewasser Lenne
Population (AGRDEU-Nr.) THY-020

Gewassertyp nach WRRL'
Abfluss Uber/in
Gewasserlange (km)®
EinzugsgebietsgrolRe (km?2)®
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

Typ 9.2: Grol3e Flisse des Mittelgebirges
Ruhr — Rhein — Nordsee

129,1

1352,2

Rhein

Olpe

Lennestadt

Nordrhein-Westfalen

51°6'44,7"N 8°3'55,6"E

Angelfischerei

aktuelle Situation unbekannt, Initialbesatz in den 1970er Jahren
(Volker et al., 2010)

Wildpopulation nach GAK-Liste' nein
Herkunft - Gewasser Lippe
Population (AGRDEU-Nr.) THY-021

Gewassertyp nach WRRL'
Abfluss Gber/in
Gewasserlange (km)®
EinzugsgebietsgrolRe (km?2)®
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

Wildpopulation nach GAK-Liste'

Typ 15: Sand- und lehmgepragte Tieflandfllsse

Rhein — Nordsee

220,1

4890,0

Rhein

Paderborn

Bad Lippspringe

Nordrhein-Westfalen

51°46'16,6"N 8°47'8,3"E

Angelfischerei

unbekannt, sehr geringe Distanz zur beprobten Strecke in der
Alme, in der BesatzmaRnahmen mit Aschen aus einem eigenen
Zuchtprogramm durchgefiihrt wird.

nein
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Herkunft - Gewasser

Radolfzeller Aach

Population (AGRDEU-Nr.)
Gewassertyp nach WRRL'

Abfluss Gber/in
Gewasserlange (km)?'
EinzugsgebietsgrofRe (km?)?'
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

THY-022

Typ 3: FlieBgewasser der Jungmorane des Alpenvorlandes (Sub-
typ 3.2)

Rhein — Nordsee

32,0

261,0

Rhein

Konstanz

Singen (Hohentwiel)
Baden-Wiurttemberg
47°47'20,2"N 8°50'33,8"E
Angelfischerei

Besatz mit Aschen unbekannt
Wildpopulation nach GAK-Liste'® ja
Herkunft - Gewasser Sinn
Population (AGRDEU-Nr.) THY-023
Gewassertyp nach WRRL! Typ 9: Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche Mittelgebirgs-

flisse
Abfluss Uber/in Frankische Saale — Main — Rhein — Nordsee
Gewasserlange (km)' 69,4
EinzugsgebietsgrolRe (km?)™? 622,6
Flussgebietseinheit Rhein

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung
Besatz mit Aschen

Main-Spessart

Gemiunden a. Main

Bayern

50°4'38,4"N 9°40'44,4"E

Angelfischerei

Besatz mit Aschen der Fischzucht Lothar Keidel

Wildpopulation nach GAK-Liste' nein
Herkunft - Gewasser Wupper 1
Population (AGRDEU-Nr.) THY-024
Gewassertyp nach WRRL! Typ 9: Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche Mittelgeb?.rgs-

flusse
Abfluss Uber/in Rhein — Nordsee
Gewasserlange (km)'@ 115,8
Einzugsgebietsgrofe (km?)'8 813,4
Flussgebietseinheit Rhein
Landkreis Solingen
Gemeinde Solingen
Bundesland Nordrhein-Westfalen

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung
Besatz mit Aschen
Wildpopulation nach GAK-Liste'

51°9'36,0"N 7°7'59,1"E
Angelfischerei
unbekannt

nein
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Herkunft - Gewasser Wupper 2
Population (AGRDEU-Nr.) THY-025

; ; Typ 9: Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche Mittelgebirgs-
Gewassertyp nach WRRL flisse
Abfluss Gber/in Rhein — Nordsee
Gewasserlange (km)'® 116,5
Einzugsgebietsgrofe (km?)'8 813,0
Flussgebietseinheit Rhein
Landkreis Solingen
Gemeinde Solingen
Bundesland Nordrhein-Westfalen

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

51°7'41,8"N 7°3'0,3"E
Angelfischerei

Besatz mit Aschen unbekannt
Wildpopulation nach GAK-Liste'® nein
Herkunft - Gewasser Bega
Population (AGRDEU-Nr.) THY-026
Gewassertyp nach WRRL' Typ 9.1: Karbonatische, fein- bis grobmaterialreiche.Mittglge-

birgsflusse
Abfluss Gber/in Werre — Weser — Nordsee
Gewasserlange (km)'® 42,9
EinzugsgebietsgroRe (km?)'® 376,7
Flussgebietseinheit Weser
Landkreis Lippe
Gemeinde Bad Salzuflen
Bundesland Nordrhein-Westfalen

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen?

52°2'46,7"N 8°46'50,2"E

Angelfischerei

Besatz in der Vergangenheit nach Aussterben der Asche in den
1950er Jahren, Quelle des Materials unbekannt (Hoffmann,

2010)

Wildpopulation nach GAK-Liste' nein
Herkunft - Gewasser Diemel
Population (AGRDEU-Nr.) THY-027
Gewassertyp nach WRRL' Typ 9.1: Karbonatische, fein- bis grobmaterialreiche'Mittglge-
birgsflusse

Abfluss Gber/in Weser — Nordsee
Gewasserlange (km)'® 110,5
EinzugsgebietsgrolRe (km?)'® 1.761,964
Flussgebietseinheit Weser
Landkreis Hoxter
Gemeinde Warburg
Bundesland Nordrhein-Westfalen

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

Wildpopulation nach GAK-Liste'

51°30'24,3"N 9°4'27,2"E

Angelfischerei

Aktuell wird Aschenbesatz in Teilstrecken durchgefiihrt (LANUV,
2017).

nein
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Herkunft - Gewasser Emmer
Population (AGRDEU-Nr.) THY-028
Gewassertyp nach WRRL' Typ 9.1: Karbonatische, fein- bis grobmaterialreiche Mittelge-

birgsflisse
Abfluss Uber/in Weser — Nordsee
Gewasserlange (km)'® 61,8
Einzugsgebietsgrofe (km?)'8 535,1
Flussgebietseinheit Weser
Landkreis Hoxter
Gemeinde Steinheim
Bundesland Nordrhein-Westfalen

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

51°51'59,5"N 9°6'2,6"E

Angelfischerei

Im Vorfeld der Befischungen fand Aschenbesatz mit Aschen aus
einem eigenem Zuchtstamm der Hegegemeinschaft 'Oberer
Emmer' statt (Information von C. Nolting, Landesfischereiver-
band Westfalen/Lippe)

Wildpopulation nach GAK-Liste'3 nein
Herkunft - Gewasser Felda
Population (AGRDEU-Nr.) THY-029
Gewassertyp nach WRRL' Typ 9: Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche Mlttelgeb[rgs-

flusse
Abfluss Uber/in Werra — Weser — Nordsee
Gewasserlange (km)? 42,2
EinzugsgebietsgrolRe (km?)?2 216,7
Flussgebietseinheit Weser

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Wartburgkreis
Krayenberggemeinde
Tharingen

50°50'7,9"N 10°4'51,7"E
Angelfischerei

Besatz mit Aschen unbekannt
Wildpopulation nach GAK-Liste'3 nein
Herkunft - Gewasser Fulda
Population (AGRDEU-Nr.) THY-030
Gewassertyp nach WRRL! Typ 9: Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche Mittelgeb?.rgs-

flisse
Abfluss Uber/in Weser — Nordsee
Gewasserlange (km)' 220,7
EinzugsgebietsgrolRe (km?)'° 6947,0
Flussgebietseinheit Weser
Landkreis Hersfeld-Rotenburg
Gemeinde Bebra
Bundesland Hessen

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

Wildpopulation nach GAK-Liste'3

50°56'25,9"N 9°46'38,7"E

Angelfischerei

Im untersuchten Bereich fand nur ein einmaliger Besatz in den
1990er Jahren mit Aschen aus der Eder statt. Zu angrenzenden
Gewasserabschnitten liegen keine Informationen vor.

nein
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Herkunft - Gewasser lime
Population (AGRDEU-Nr.) THY-031
Gewassertyp nach WRRL' Typ 9.1: Karbonatische, fein- bis grobmaterialreiche Mittelge-

birgsflisse
Abfluss Uber/in Leine — Aller — Weser — Nordsee
Gewasserlange (km)'2 32,6
Einzugsgebietsgrofe (km?)'2 393,0
Flussgebietseinheit Weser
Landkreis Northeim
Gemeinde Einbeck
Bundesland Niedersachsen

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

51°48'28,4"N 9°52'30,4"E

Angelfischerei

Nein, kein Besatz mit Aschen bekannt (Information von Dr. M.
Emmrich, Landesfischereiverband Niedersachsen)

Wildpopulation nach GAK-Liste'? ja
Herkunft - Gewasser Leine
Population (AGRDEU-Nr.) THY-032

Gewassertyp nach WRRL'
Abfluss Uber/in
Gewasserlange (km)'2
EinzugsgebietsgrolRe (km?)'?
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung
Besatz mit Aschen
Wildpopulation nach GAK-Liste'3

Typ 9.2: Grol3e Flisse des Mittelgebirges
Aller - Weser — Nordsee
280,0

6517,0

Weser

Gottingen

Gottingen

Niedersachsen
51°30'58,3"N 9°55'45,6"E
Angelfischerei

unbekannt

ja

Herkunft - Gewasser

Nesse/ Horsel

Population (AGRDEU-Nr.)
Gewassertyp nach WRRL'

Abfluss Uber/in
Gewasserlange (km)?3
EinzugsgebietsgroRe (km?2)%*
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung
Besatz mit Aschen
Wildpopulation nach GAK-Liste'

THY-033

Typ 9.1: Karbonatische, fein- bis grobmaterialreiche Mittelge-
birgsflusse / Typ 9: Silikatische, fein- bis grobmaterialreiche Mit-
telgebirgsflisse

Horsel — Werra — Weser — Nordsee

54,5

426,3

Weser

Eisenach

Eisenach

Tharingen

50°58'47,8"N 10°20'23,7"E

Angelfischerei

unbekannt

nein
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Herkunft - Gewasser

Ortze

Population (AGRDEU-Nr.)
Gewassertyp nach WRRL'
Abfluss Gber/in
Gewasserlange (km)'
Einzugsgebietsgrofe (km?)'2
Flussgebietseinheit
Landkreis

Gemeinde

Bundesland
GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Besatz mit Aschen

THY-034

Typ 15: Sand- und lehmgepragte Tieflandflusse

Aller - Weser — Nordsee

62,0

760,0

Weser

Celle

Miden (Ortze)

Niedersachsen

52°52'39,7"N 10°7'16,8"E

Angelfischerei

einmaliger Besatz vor ca. Ende der 1990er Jahre. Davor und da-
nach nur eigene Reproduktion (Information D. Kreuziger, ASV

Miden/Ortze)
Wildpopulation nach GAK-Liste'? ja
Herkunft - Gewasser Werra 1
Population (AGRDEU-Nr.) THY-035

Gewassertyp nach WRRL'
Abfluss Gber/in
Gewasserlange (km)?®
EinzugsgebietsgrolRe (km?)26
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung

Typ 9.2: Grol3e Flusse des Mittelgebirges
Weser — Nordsee

299,6

5497,0

Weser

Schmalkalden-Meiningen

Breitungen

Thiringen

50°45'15,0"N 10°20'28,8"E
Angelfischerei

Besatz mit Aschen unbekannt
Wildpopulation nach GAK-Liste'? nein
Herkunft - Gewasser Werra 2
Population (AGRDEU-Nr.) THY-036

Gewassertyp nach WRRL'
Abfluss Uber/in
Gewasserlange (km)?®
Einzugsgebietsgrofie (km?)26
Flussgebietseinheit

Landkreis

Gemeinde

Bundesland

GPS-Koordinaten (WGS84)
Fischereiliche Bewirtschaftung
Besatz mit Aschen
Wildpopulation nach GAK-Liste'

Typ 9.2: Grol3e Flusse des Mittelgebirges
Weser — Nordsee

299,6

5497,0

Weser

Hildburghausen

Themar

Thiringen

50°29'24,1"N 10°37'47,6"E
Angelfischerei

unbekannt

nein

TLAWA (2004); > Bergemann (2015); ¢ Topographisches Informationsmanagement, Bezirksregierung Koln,

Abteilung GEObasis NRW; 0 Gewasserkartendienst des Hessischen Ministeriums fir Umwelt, Klimaschutz,

Landwirtschaft und Verbraucherschutz; '?Niedersachsisches Ministerium fur Umwelt, Energie und

Klimaschutz: Umweltkarten

Niedersachsen; 13

GAK-Liste, GENRES (2009);
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14 https://www.alpenflusslandschaften.de/files/downloads/projektflyer%20allgemein/2017_Broschuere_A
mmer_BlauesBand.pdf; 15 (LHW Sachsen-Anhalt, 2011); 16 https://de.wikipedia.org/wiki/Inn;
7 https://de.wikipedia.org/wiki/lsar; '8 Gewasser-verzeichnis des Landesamtes fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz NRW 2010 (XLS; 4,67 MB); '° https://www.Ifu.bayern.de/wasser/
gewaesserverzeichnisse/doc/tab24.pdf; 2 https://de.wikipedia.org/wiki/Fr%C3%A4nkische_Saale;

21 https://www.bodenseejournal.de/natur-umwelt-bodensee/naturschutz-umweltschutz-natur-
und-umwelt-bodensee-radolfzeller-aach-waldwasservoegel-biber.html; 22 https://de.wikipedia.org/wiki/
Felda_(Werra); 23 https://statistik.thueringen.de/datenbank/TabAnzeige.asp?tabelle=Ig000003; ?*https://d
e.wikipedia.org/wiki/Nesse_(H%C3%B6rsel); 2> https://de.wikipedia.org/wiki/%C3%96rtze#cite_note-2;

26 https://de.wikipedia.org/wiki/Werra

4.4 Molekulare Analysen

4.4.1 Verwendung forensischer Abstriche zur DNA-Gewinnung

Die  nichtinvasive  Gewinnung von DNA  mittels Schleimhaut-  bzw.
Maulhéhlenabstrichen (Skin & Buccal swabbing) wurde bereits fur verschiedene
Fischarten erfolgreich getestet (Smalley & Campanella, 2005; Campanella & Smalley,
2006; Le Vin et al., 2011; Reid, Kidd & Wilson, 2012; Breacker et al., 2017; Colussi et al.,
2017). Auch bei der ebenfalls vom Institut fur Hydrobiologie durchgefuhrten Studie zur
genetischen Diversitat der Barbe in Deutschland (Berendonk et al., 2015) wurden DNA-
Proben mit Hilfe von forensischen Schleimhautabstrichen gewonnen. Gegenuber der
damals angewandten Methodik konnte das verwendete Protokoll noch
weiterentwickelt werden. So wurde im Rahmen dieser Studie dazu Ubergegangen, die
Abstrichproben schnellstmdglich nach der Entnahme in geschlossenen Beuteln mit
Silica-Gel einzufrieren, um Degradierungsprozesse zu verlangsamen. Bei Entnahme
der Proben durch Dritte wurden die Proben im gefrorenen Zustand versendet und

danach schnellstmaoglich die DNA extrahiert.

Bei der Etablierung des Extraktionsprotokolls fur T. thymallus wurden zunachst
verschiedene DNA-Extraktions-Kits getestet. Dabei erwies sich das ,, QIAAMP®"“ DNA MINI
KIT (QUIAGEN) als geeignet. Hierfur wurde das Standard-Protokoll des Herstellers wie
folgt erganzt: Nach dem Lyse-Schritt muss das Lysat auf eine Filtersaule Uberfuhrt
werden. Beim Arbeiten mit Abstrichtupfern saugen diese einen Teil des Lysats wahrend
des Inkubationsschritts auf. Daher wurde ein Zentrifugationsschritt nach der Lyse
eingefuhrt, um das aufgesogenen Lysat aus den Abstrichtupfern zu gewinnen. Hierfur

wurde eine sterile und kontaminationsfreie 10ul-Pipettenspitze in das gleiche
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Reaktionsgefald gegeben, in dem der Abstrichtupfer inkubiert wurde und welcher auf
der Oberseite der eingelegten Spitze platziert wurde. Wahrend des kurzen
Zentrifugationsschritts nach der vollstandigen Lyse wurde das Lysat auf dem Boden
des Reaktionsgefalles aufgefangen, wobei der Tupfer von der Pipettenspitze
zuruckgehalten wurde. Die Elution der DNA erfolgte in 80 pL Elutionspuffer, der zur
Erh6hung der Ausbeute nach einer ersten Zentrifugation ein zweites Mal auf die Saule
pipettiert und zentrifugiert wurde. Die genutzten Scheren und Pinzette wurden
zwischen den Arbeitsschritten mit 1 M NaOH-Losung und sterilem, destilliertem

Wasser gereinigt, um Kreuzkontamination von Proben zu vermeiden.

4.4.2 mtDNA RFLP- Analyse

Die mitochondriale Diversitatsanalyse erfolgte fur die drei Loci NADH Dehydrogenase
Untereinheit 1 (ND1), Untereinheit 5/6 (ND5/6) und die Kontrollregion (CR). Letztere
wurde mit analysiert, die Ergebnisse sind aber nicht Teil dieses Berichts. Die PCR-
Reaktionen zur Amplifikation der ND1- und ND5/6-Region wurden in einem
Gesamtvolumen von 25 pl durchgefuhrt. Der GoTaq® G2 Hot Start colorless Master
Mix (Promega GmbH) wurde als PCR Reaktionspuffer verwendet, wobei
Endkonzentrationen von 200 mM dNTPs, 2 mM MgCl,, 400 nM (ND1) bzw. 480 nM
(ND5/6) jedes Primers und 40 ng DNA pro Reaktion angewendet wurden. Detaillierte
Informationen zu den verwendeten Primern sind in Tabelle 2 dargestellt. Fir die
Amplifikation der Genfragmente wurde folgendes PCR-Programm verwendet: initiale
Denaturierung von 3 min. bei 95°C, gefolgt von 35 Zyklen mit 45 sec. bei 95°C, 45 sec.

bei 55°C und 80 sec. bei 72°C, und einem finalen Elongationsschritt von 5 min bei 72°C.

Tabelle 2: Verwendete Primer fur die mitochondrialen Loci ND1 und ND5/6 in Thymallus
thymallus, Trm = Schmelztemperatur

GC-Gehalt
Primer Primer Sequenz (5'-3') Tm (°C) %) Referenz
0

for: GCCTCGCCTGTTTACCAAAAACAT 63,9 45.8
Thy_ND1 (Nielsen,

rev: GGTATGGGCCCGAAAGCTTA 61,6 55,0 Hansen &

for: AATAGCTCATCCATTGGTCTTAGG 59,6 41,7 Mensberg,
Thy_ND5/6 1998)

rev: TAACAACGGTGGTTTTTCAAGTCA 60,8 37,5
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Die quali- und quantitative Analyse der PCR-Produkte erfolgte standardmalig Uber
eine gelelektrophoretische Auftrennung in einem 1%-igen Agarosegel und einer
Farbung und Detektion der DNA mittels Clear G (SERVA) unter UV-Licht. Die
Bestimmung der DNA-Stoffmenge in ng erfolgte mithilfe der Software Image Lab™
(Vers. 5.3). Die anschlieRende RFLP-Analyse der mitochondrialen ND1 & ND5/6-Region
erfolgte nicht durch die klassische Methode des Verdaus der PCR-Produkte mittels
spezifischer  Restriktionsenzyme, sondern durch in-silico Simulation der
Restriktionsverdaue von Sequenzdaten mittels bioinformatischer Software. Hierfur
erfolgte eine Sequenzierung der PCR-Produkte mittels Hochdurchsatzverfahren
(Ilumina NextSeq), wobei die drei amplifizierten Genregionen (ND1, ND5/6, CR) eines

Individuums jeweils in aquimolaren Verhaltnissen zusammengefuhrt wurden.

Die resultierenden, jeweils 30pl umfassenden PCR-Produkt-Gemische wurden von der
Deep Sequencing Group des Biotechnologischen Zentrums (BIOTEC) der TU Dresden
wie folgt bearbeitet: Die DNA-Konzentration wurde mithilfe des AccuBlue Broad Range
dsDNA Quantification Kit (BloTIuM) gemessen und auf 0,5ng/pl normalisiert. Zur
Konstruktion sequenzierbarer Libraries wurde von jeder Probe 1ng in der
Vakuumzentrifuge (CONCENTRATOR PLUS EPPENDORF) fUr 15 Minuten bei 30°C getrocknet.
AnschlieBend erfolgte die Resuspendierung im Tagmentation-Master-Mix bestehend
aus 0,5ul nuklease-freiem Wasser, 0,4ul Tagment DNA Puffer und 0,1ul Tagment DNA
Enzyme Mix (beides NEXTERA DNA LIBRARY PREP KIT, ILLUMINA). Nach 5 min. Tagmentierung
bei 55°C erfolgte die Indizierung der Libraries mit Barcodes Uber eine PCR unter
Verwendung eines KAPA High Fidelity Hot Start Master Mix (KAPA BIOSYSTEMS) und 2pMol
Index-Primer (PCR-Bedingungen: 72°C 3 min, 98°C 30 sec, 12 Zyklen [98°C 10 sec, 63°C
30 sec, 72°C 60 sec], 72°C 5 min). Die fertigen Libraries wurden im Verhaltnis 1:2
verdunnt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem AccuBlue Broad Range
dsDNA Quantification Kit (BioTium). AnschlieRend wurden die Libraries aquimolar
gepoolt. Die Pools wurden mit 7x Ampure XP beads (BECKMAN COULTER) doppelt
aufgereinigt und dann auf dem Fragment Analyzer (AATI) mit dem High Sensitivity NGS
Fragment Analysis Kit (AATI) quantifiziert. Schlussendlich wurden die Pools dann auf
dem NextSeq500 (ILLUMINA) im ,76bp single end” Modus sequenziert, sodass auf jede
Probe zwischen 50.000 und 80.000 Reads entfielen.

Fur die Variationsanalyse wurde zuerst jede Probe wie folgt prozessiert: Reads wurden
mit dem BURROWS-WHEELER ALIGNER (v0.7.10; PMID:19451168) auf Referenzsequenzen
der drei amplifizierten Genregionen (ND1, ND5/6, CR) gemappt. PCR-Duplikate wurden
mit MARKDUPLICATES des PICARD TOOLS (v2.9.0; https://github.com/broadinstitute/picard)
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markiert und von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Positionen mit moéglichen
Insertionen/Deletionen wurden mit REALIGNERTARGETCREATOR des GENOME ANALYSIS
TOOLKIT (GATK; v3.4.0; PMID:20644199) identifiziert und mit dem GATK INDELREALIGNER

genauer aufgeldst.

Fur die eigentliche Variationsanalyse wurde zuerst jede prozessierte Probe individuell
mit dem GATK HAPLOTYPECALLER analysiert. Die identifizierten Varianten
(Basensubstitutionen und Insertionen/Deletionen) wurden dann Uber alle Proben
mittels GATK COMBINEGVCF in einen Katalog zusammengefuhrt. SchlieRlich wurden
samtliche prozessierten Proben fur jede Variante des Katalogs mittels dem GATK
GENOTYPEGVCF genotypisiert. AbschlieBend wurden die genotypisierten Varianten
basierend auf ,Best Practices“-Empfehlung von GATK mit dem GATK VARIANTFILTRATION

gefiltert, sodass ein reduzierter Katalog von verlasslichen Varianten erstellt wurde.

FUr jede Probe wurde dann mittels GATK SELECTVARIANTS ein eigener Katalog erstellt,
der nur die probenspezifischen Varianten enthielt. Varianten, bei denen der Anteil an
Reads mit alternativen Allelen an heteroplasmatischen Positionen unter 50% lag,
wurden ausgeschlossen. Die alternativen Allele wurden in die Sequenzen der PCR-
Produkte mittels GATK FASTAALTERNATEREFERENCEMAKER korrigiert. Die Konsensus-

Sequenzen fur jede Probe wurden in Form von FASTA Dateien zur Verfigung gestellt.

Hierbei wurde angestrebt, von jeweils 10 zufallig ausgewahlten Individuen pro
beprobter Herkunft die zwei Markergene (ND1, ND5/6) zur Abschatzung der
mitochondrialen Diversitat zu analysieren. Insgesamt wurden somit 374 Individuen aus
36 Herkunften typisiert, wobei 33 Herkunfte mit einer Anzahl von 10-15 Individuen und
3 HerkuUnfte mit 4-7 Individuen in die Analysen eingingen (vgl. Appendix 1). Von B. Gum
wurde DNA von Referenzindividuen aus mehreren genetischen Linien der Asche zur
Verfiigung gestellt. Zur Kalibrierung und Uberprifung unserer Ergebnisse wurden,
gemeinsam mit den fur diese Studie gesammelten Proben, die ND1- und ND5/6-Region

far funf Referenzindividuen sequenziert.

4.4.3 Mikrosatellitenanalyse

Um die Vergleichbarkeit zu friheren Studien zu gewahrleisten (u.a. Gum et al., 2005,
2006) wurden folgende Mikrosatelliten ausgewahlt: BFRO004, BFRO005, BFROO006,
BFRO007, BFRO009, BFRO010, BFRO011, F43, Ocl8, Ogo2, One9 und SSOSL311 (Slettan,
Olsaker & Lie, 1995; Scribner, Gust & Fields, 1996; Sanchez et al., 1996; Condrey &
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Bentzen, 1998; Olsen, Bentzen & Seeb, 1998; Snoj et al., 1999; Susnik, Snoj & Dov¢, 1999;
Susnik et al., 2000).

Diese ausgewahlten 12 Primerpaare wurden in Abhangigkeit von ihren erwarteten
Fragmentldangen und den Reaktionsbedingungen der Primer in vier Multiplex-Sets
zusammengestellt. Jedes Set enthielt dabei 4 Primerpaare, wobei die jeweiligen
,Forward-Primer’ mit 4 unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen (6-FAM, ATTO 550,
ATTO 565 und JOE) markiert wurden (siehe Tabelle 3 fur Details). Dadurch konnten die
PCR Fragmente nach kapillar-elektrophoretischer Auftrennung basierend auf ihren
Farbmarkierungen den jeweiligen Mikrosatelliten-Loci zugeordnet werden. Die
Reaktionsbedingungen wurden basierend auf einem Testset optimiert, um mdglichst
ahnliche Fluoreszenzsignale innerhalb und zwischen den Proben zu erhalten. Aus jeder
beprobten Herkunft (mind. 30) wurde anschlieBend angestrebt 30 bis 50 Individuen
mit dem finalen Primer-Set bestehend aus 12 Loci zu untersuchen. Nach einer
Optimierungs- und Evaluierungsphase wurde das ursprungliche Set 4 aus 3
Primerpaaren nochmals aufgeteilt, da der Locus One9 sich als wenig kompatibel mit
den anderen beiden Markern erwies und daher als Simplex-PCR amplifiziert werden

musste.

Tabelle 3: Detailinformation zu den verwendeten Mikrosatellitenmarkersystemen

Multiplex Allelbereich
Marker Motiv Fluorophor Referenz
Set (bp)
BFROO11 (GT)is 223-257 6-FAM (Susnik et al., 2000)
BFRO007 (AG)13 184-200 JOE (Susnik et al., 1999)
1 SSOSL311 (TG 108-120 ATTO 550 (Slettan et al., 1995)
BFRO006 (CA)1s 132-152 ATTO 565 (Susnik et al., 1999)
Ocl8 (GT)as 97-127 6-FAM (Condrey & Bentzen, 1998)
5 BFRO004 (G 149-167 ATTO 550 (Snoj et al., 1999)
(CA)T(AC)sT
BFRO009 235-251 ATTO 565 (Susnik et al., 1999)
(AQ)s G(CA)e
3 BFRO005 (CA)17 113-141 6-FAM (Susnik et al., 1999)
BFRO010 (AC)17 202-260 JOE (Susnik et al., 2000)
4 One9 (CA)sa 182-204 6-FAM (Scribner et al., 1996)
F43 (AQ)n 117-152 ATTO 550 (Sanchez et al., 1996)
Ogo2 (GA)24 204-258 ATTO 565 (Olsen et al., 1998)
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Die PCR-Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 20 pl durchgefuhrt. Der
GoTag® G2 Hot Start colorless Master Mix (Promega GmbH) wurde als PCR
Reaktionspuffer verwendet, wobei Endkonzentrationen von 200 mM dNTPs und 60 ng
DNA pro Reaktion angewendet wurden. Die MgClz-, BSA- und Primer-Konzentration
sowie die Annealing-Temperatur wurde fur jedes Multiplex-Set optimiert (siehe Tabelle
4). Die Amplifikation der Mikrosatelliten-Fragmente wurde mittels folgendem PCR-
Programm durchgefuhrt: initiale Denaturierung fur 5 min bei 95°C, 35 Zyklen mit 20
sec bei 95°C, 20sec bei 50,5-57°C und 20sec bei 72°C, und einem finalen

Elongationsschritt von 45 min bei 72°C.

Der Erfolg der Amplifikation wurde mittels Gelelektrophorese unter Verwendung eines
2%igen Agarosegels und Visualisierung mittels UV-Licht nach Farbung der DNA mit
Clear G (SERVA) Uberpruft. Die Fragmentlangenanalyse positiver PCR-Proben wurde
anschlielend mit einem ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer durchgefuhrt.

Von den insgesamt 1169 gesammelten Abstrichproben wurde von 1083 Proben
erfolgreich DNA gewonnen. Von diesen 1083 Proben, die aus 36 verschiedenen
Populationen stammen, wurde eine Mikrosatellitenanalyse durchgefuhrt. Dabei
zeigten 613 Proben nach einer ersten Analyse ein vollstandiges Marker-Set. Die
verbleibenden Proben zeigten Ausfalle sowohl einzelner jedoch nicht konsistent
gleicher Mikrosatelliten-Loci, als auch kompletter Multiplex-Sets. Um flr die
Datenanalyse vollstandige Mikrosatelliten-Marker-Sets zur Verfugung zu haben,
wurden fur die ausgefallenen Individuen entweder komplette Multiplex-Sets
wiederholt analysiert oder in den vorwiegenden Einzel-Loci Ausféllen sog. Simplex-
PCRs durchgefuhrt. FUr diese Simplex-PCRs wurden die den Multiplex-Sets
entsprechenden Bedingungen gewahlt, wobei nur einzelne Primerpaare in die
Reaktionen eingesetzt wurden. Durch diese Vorgehensweise und durch die teilweise
Analyse von ,B-Proben” derselben Individuen konnte fur insgesamt 1024 Individuen
aus 36 Populationen stammend ein vollstandiges Markerset von 12 Loci erstellt
werden. Fur die statistische Analyse der Mikrosatelliten-Daten wurden allerdings nur
1010 Individuen berucksichtigt, da 2 Populationen mit <10 beprobten und analysierten
Individuen mit einem vollstandigen Markerset von den Analysen ausgeschlossen

wurden (Erf, Frankische Saale).

Zur Kalibrierung des von uns verwendeten Binnings (Detektion und Klassifikation der
Allel-Langen) und zur Validierung unserer Ergebnisse wurden, gemeinsam mit den far

diese  Studie gesammelten Proben, Mikrosatellitenanalysen von  funf
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Referenzindividuen aus verschiedenen genetischen Linien der Asche (zur Verfiigung

gestellt von B. Gum) durchgefihrt.

Tabelle 4: Mikrosatelliten-PCR Bedingungen fur die 3 verwendeten Multiplex-Sets. * One9
wurde anfangs mit im Multiplex-Set 4 amplifiziert, musste allerdings doch als Simplex-PCR
durchgefuhrt werden.

Multiplex Set 1 2 3 4 One9
Hybridisierungs
57 °C 57 °C 56 °C 54 °C 50,5
Temperatur
MgCl2 Konz. 937,5 uM 625 uM 625 uM 1,25 mM 1,25 mM
BSA Konz. - 0,25 pg/pl - 0,125 pg/ul 0,125 pg/pl
BFRO011 Ocl8 BFROO005 (One9 One9
500 nM 250 nM 250 nM 625nM)* 625 nM
Marker mit BFRO007 BFRO004 BFRO010 F43
entsprechenden 625 nM 250 nM 500 nM 250 nM
Konzentratione  SSOSL311 BFRO009 0Ogo2
n der Primer 250 nM 500 nM 375 nM
BFRO006
375 nM

4.5 Datenanalyse und Statistik

4.5.1 mtDNA RFLP-Analyse

Fur die untersuchten Regionen (ND1, ND5/6) wurden die fur die weiteren Analysen
bendtigten Alignments mithilfe der Software Geneious 10.1.3 (BIOMATTER LDT.) mit 65%
similarity (5,0/-4,0) unter Verwendung des implementierten Geneious-Algorithmus

erstellt.

Zur Gewahrleistung der Vergleichbarkeit mit den RFLP-Analysen von Gum et al. (2005,
2006) wurden die ND1 und ND5/6-Sequenzen in-silico verdaut. Fir die ND1-Region
wurden die Restriktionsenzyme Haelll, BstNI, Hinfl, Mbol, Bcnl & Rsal verwendet. Die
ND5/6-Region wurde mit den Restriktionsenzymen Haelll, Styl, Hinfl, Alul, Apal, Rsal &
Alwl geschnitten. Aus den Konsensus-Sequenzen der ND1- bzw. ND5/6-Region wurden
die RFLP-Profile in-silico mithilfe der Software R vers. 3.5.1 (R Core Team, 2018) unter
Verwendung der Pakete ,Digestion’ (Roselius et al., 2011) und ,Biostrings’ (Pages et al.,

2016) generiert.
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Die erhaltenen RFLP-Fragment-Profile wurden mit bereits bekannten RFLP-Profilen
(Referenzen fur Fragmentlangen von B. Gum bereitgestellt) fur die entsprechenden
Restriktionsenzyme in R vers. 3.5.1 (R Core Team, 2018) abgeglichen. Das von Gum et
al. (2005) verwendete Restriktionsenzym Alwl wurde aufgrund von nicht mehr
vorhandenen Referenzdaten fur die Fragmentlangen aus der Analyse ausgeschlossen.
Entsprach ein ermitteltes RFLP-Profil einem bereits bekannten Profil, wurde fur dieses
der entsprechende Haplotyp Ubernommen (siehe Gum et al., 2005). Durch die
Kombination der Haplotypenbezeichnungen in einer vorgegebenen Reihenfolge (siehe
Gum et al., 2005) wurden sogenannte Composite-Haplotypen definiert. Fur die
anschlielende populationsgenetische Datenanalyse wurde der Composite-Haplotyp in
einen  Bindarcode umgewandelt. Das Vorhandensein eines spezifischen

Restriktionsfragments wurde als ,,1“ und das Fehlen als ,,0" kodiert.

Der in-silico-Verdau der Referenzsequenzen (Probenmaterial von B. Gum bereitgestellt)
ergab teilweise Unterschiede gegeniber den bereitgestellten Referenz-RFLP-Profilen
(Fragmentlangen anhand von Gelbildern bestimmt, siehe Gum et al., 2005). Daher
wurden fur die Erkennung der Haplotypen Restriktionsenzym-spezifische Toleranzen
zwischen 2bp und 13bp fur den Abgleich festgelegt. Jedes unbekannte RFLP-Fragment-
Profil wurde durch einen neuen Haplotypen fur das jeweils verwendete

Restriktionsenzym klassifiziert.

FUr die RFLP-Binardatensatze erfolgte die Abschatzung der Variation innerhalb der
Populationen bzw. FGE durch die Berechnung der Haplotypen- und Nukleotid-
Diversitat mit der Software Arlequin Ver. 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). In Arlequin
wurde weiterhin eine hierarchische Analyse der molekularen Varianz (AMOVA)
durchgefuhrt, wobei die Gruppeneinteilung mit den FGEs korrespondierte, zu welchen
die jeweiligen Populationen gehoéren. Insgesamt wurden 10.000 Permutationen
durchgefuhrt, um die Signifikanz der Resultate zu bewerten. Zur Abschatzung der
genetischen Differenzierung zwischen den Populationen bzw. FGEs wurden in Arlequin
(Excoffier & Lischer, 2010) paarweise Fst-Werte berechnet und deren Signifikanz mit

10.000 Permutationen abgeschatzt.

Basierend auf den RFLP-Binardaten der ND1- & ND5/6-Region wurde mit der Software
POPART (Leigh & Bryant, 2015) ein Median-joining Haplotypen Netzwerk erstellt
(Abbildung 5). Dabei gingen auch alle 32 von Gum et al., (2005, 2006) gefundenen
Composite-Haplotypen in die Analyse ein. Zwei weitere Composite-Haplotypen aus

Gum et al. (2006) und Kuhn (2011) konnten aufgrund fehlender Informationen zu den
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jeweiligen RFLP-Mustern nicht in die Analyse aufgenommen werden. Composite-
Haplotypen, die im Rahmen dieser Untersuchung nur in einer Population auftraten,
wurden als private Haplotypen definiert. Dies umfasst also auch bereits bekannte
Composite-Haplotypen, die in vorherigen Studien bereits in anderen Populationen

gefunden wurden.

4.5.2 Mikrosatellitenanalyse

Aufgrund des technisch bedingten Auftretens von sog. ,Stutter-Peaks”
(Amplifikationsfehler wahrend der PCR) war die Bestimmung der Fragmentlangen nur
schwer automatisierbar bzw. haufig fehlerbehafte, wenn ausschliel3lich
Computeralgorithmen angewendet wurden. Daher wurden die Rohdaten der
Fragmentlangenanalysen aller Individuen und Loci manuell kuratiert und ausgewertet.
Hierfur wurde das ,Microsatellite Plugin’ der Software Geneious® 11.0.5 (Kearse et al.,
2012) genutzt.

Fur die Abschatzung der genetischen Variation innerhalb der Populationen bzw.
Flusseinzugsgebiete (FGE) erfolgte die Berechnung der auf die Probengrol3e
korrigierten, erwarteten Heterozygotie (Hec) in Arlequin (Excoffier & Lischer, 2010). Die
Berechnung des mittleren Inzuchtkoeffizienten pro Population erfolgte mit der
Software FSTAT version 2.9.4 (Goudet, 2001). Die mittlere und maximale Anzahl an
Allelen pro Locus, der mittlere Allelreichtum pro Population, die mittlere Anzahl
privater Allele (Anzahl privater Allele pro Population / Anzahl an Mikrosatelliten-Loci)
wurden in R (R Core Team, 2018) mit den Paketen ,Poppr” (Kamvar, Tabima &
Grunwald, 2014) und ,hierfstat” (Goudet & Jombart, 2015) berechnet.

Die genetische Differenzierung zwischen den Populationen bzw. FGEs wurde analog zu
den mitochondrialen Daten in Arlequin (Excoffier & Lischer, 2010) mit paarweisen Fsr-
Werten abgeschatzt, und die Signifikanz der Werte mit 10.000 Permutationen
bestimmt. Eine hierarchische AMOVA wurde ebenfalls in Arlequin (Excoffier & Lischer,
2010) durchgefuhrt, wobei die Gruppeneinteilung mit den FGEs korrespondierte, zu
welchen die jeweiligen Populationen gehdren. Die Berechnung der genetischen
Distanzen erfolgte Uber paarweise Unterschiede und die Bewertung der Signifikanz der

Resultate erfolgte mit 10.000 Permutationen.

Mit Hilfe einer Hauptkoordinaten-Analyse wurde die raumliche genetische Struktur der
Populationen analysiert. Die Hauptkoordinaten-Analyse ist eine ,Metrische

Multidimensionale Skalierung’, bei der die Distanzen zwischen den Individuen wie bei
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einer Hauptkomponenten-Analyse weitestgehend bewahrt werden, um eine raumliche
Autokorrelation zu testen. Diese multivariate Methode erlaubt somit die Hauptmuster
in einem multivariaten Datensatz iber eine Distanz- oder Ahnlichkeitsmatrix zu finden
und graphisch darzustellen indem die enthaltene Information der zahlreichen
paarweisen Kombinationen auf wenige Dimensionen (i.d.R. 2 - 3) reduziert wird. Dabei
werden sog. Eigenwerte’ und ,Eigenvektoren’ einer Matrix berechnet, die die Distanzen
zwischen allen Datenpunkten in der Matrix enthalt. Die ,wichtigsten” Dimensionen
werden durch die groRten Eigenwerte reprasentiert und stellen die Hauptachsen der
Variation des mehrdimensionalen Datensatzes dar. Jede aufeinanderfolgende Achse
(mit geringer werdenden Eigenwerten) erkldart somit proportional weniger der
Gesamtvariation im Datensatz. Die ersten 2 bis 3 Achsen legen somit typischerweise
den groliten Anteil der Trennung von Gruppen im Datensatz offen. Diese Trennung
lasst sich dabei graphisch in Form von Punktwolken &hnlicher Eigenvektoren
darstellen. Diese Analyse wurde in R (R Core Team, 2018) mit Hilfe des Pakets ,ape”
(Paradis & Schliep, 2018) unter Verwendung der Bindrdaten genutzt, um die
Beziehungen aller einzelnen Individuen zueinander zu berechnen. Hierflr wurden die
ermittelten Multilocus Allel-Daten in eine Binarmatrix (O=abwesend, 1=anwesend)
transformiert. FUr die Darstellung der Beziehungen der Populationen zueinander
wurden die paarweisen genetischen Distanzen der Populationen nach Nei (Nei, 1972,
1978) verwendet, die in R (R Core Team, 2018) mit Hilfe des Pakets ,adegenet” (Jombart,

2008) auf Basis des Allel-Datensatzes berechnet wurden.

Mit Hilfe einer ,Structure’ Analyse wurden die genetischen Gruppierungen aller
Individuen unabhangig ihrer Herkunft untersucht, um die Anzahl der Gruppen, die sich
genetisch stark voneinander unterscheiden, zu bestimmen. HierfUr wurde das
Programm STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard, Stephens & Donnelly, 2000; Falush, Stephens
& Pritchard, 2003, 2007; Hubisz et al., 2009) genutzt, welches Uber ein Bayes sches
Clusterverfahren die Zuordnungswahrscheinlichkeiten eines Individuums zu jeder
Gruppe in mehreren Wiederholungen berechnet und eine Gesamtwahrscheinlichkeit
fur jede vorgegebene Anzahl von Gruppen (K) ermittelt. Als Parametereinstellungen fur
die Markov Chain Monte Carlo (MCMC) Schatzungen wurde das ,Admixture Model' (mit
angenommenem genetischem Austausch zwischen den Populationen), und die
Einstellung ,Independent Allele Frequencies’ gewahlt. Alle Simulationen wurden mit
einer ,Burnin’ Phase von 25.000 Wiederholungen und 100.000 MCMC Wiederholungen
nach der ,Burnin® Phase durchgefuhrt. In die Analyse wurden auch die

Mikrosatellitendaten von 5 Zuchtstdmmen der Asche aus Deutschland integriert, die
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im Rahmen einer anderen Studie erhoben wurden. Das Ableiten der Anzahl der
genetischen Gruppen (K), welche die Daten am besten beschreiben, wurde mit dem
Programm STRUCTURE HARVESTER Web v0.6.94 (Earl & vonHoldt, 2012) mittels der
Evanno-Methode (Evanno, Regnaut & Goudet, 2005) auf Basis von 5 Wiederholungen
far K = 2-40 durchgefuhrt. Dabei stellte sich K=4 als die wahrscheinlichste und K=8 als
die zweitwahrscheinlichste Anzahl von Gruppen (K) heraus. Die Ergebnisse aus den 5
STRUCTURE-Wiederholungen fur diese beiden Gruppenanzahlen (K=4, K=8) wurden
mittels der Software CLUMPP (Jakobsson & Rosenberg, 2007) gemittelt und mit dem
Programm DISTRUCT (Rosenberg, 2003) visualisiert.
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5 AUSFUHRLICHE DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE

5.1 Populationsstruktur der Asche in den erfassten Herkiinften

In den 36 Herklnften (Abbildung 2) konnten insgesamt 1169 Aschen gefangen und
Material fur die molekularen Analysen gewonnen werden. Informationen zu den
Herklnften, die Anzahl der Individuen sowie Daten zu durchschnittlichen Langen,

Massen und Korpulenzfaktoren der Populationen sind in Tabelle 1 dargestellt.

In 35 Herkunften konnten die Fische vermessen werden (Abbildung 3, Tabelle 1). Die
GroRBenklassenverteilung zeigte eine hohe Heterogenitat zwischen den Herklnften. So
konnten nur in wenigen Gewassern alle Altersklassen erfasst werden. Das lag
einerseits daran, dass sich die Habitate der Juvenilen und Adulten nicht oder nur
bedingt Uberlappen bzw. dass in den befischten Gewassern entweder Jungfisch- bzw.
Adulthabitate Uberwogen. In den meisten Gewassern fehlten jedoch viele
GroRBenklassen und damit ganze Jahrgange, obwohl die entsprechenden Habitate
vorhanden waren bzw. beprobt wurden. Dafur koénnen, unter anderem,
zwischenjahrliche Schwankungen im Reproduktionserfolg verantwortlich gemacht
werden, welche klimatisch oder anthropogen beeinflusst sind. Eine eingeschrankte
Eignung der Gewasser als Lebensraum, z.B. durch Verbau, Anstau und stoffliche
Verschmutzung, fuhrt dann dazu, dass lediglich Individuen ausreichend starker
Jahrgange Uberleben und Nachkommen schwacher Jahrgange im Gewasser nicht mehr

nachweisbar sind.

Um auszuschlieBen, dass die unterschiedliche Altersstruktur der analysierten
Populationen Artefakte bezlglich der genetischen Zusammensetzung verursacht, weil
bspw. alle gefangenen 0+ Fische einer beprobten Herkunft von einem Elternpaar
stammen koénnten, wurde der Anteil der 0+ Aschen an der Gesamtindividuenanzahl
der Herkunft berechnet (Daten nicht gezeigt) und Korrelationsanalysen zur
Haplotypendiversitat und Anzahl privater Allele durchgeflhrt. Dabei zeigt sich kein
statistischer Zusammenhang, so dass 0+ Fische mit in die genetischen Analysen

aufgenommen wurden.

Die angestrebte Anzahl von mindestens 30 Individuen pro Herkunft konnte in 27 der
36 Herkunfte erreicht werden. In den Ubrigen Herkunften war dies unter den vor Ort
gegebenen Umstanden (Wasserstand, Witterung, Bestandssituation der Asche) nicht

im vertretbaren Aufwand maoglich (siehe dazu auch Kap. 2 und 8).
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Abbildung 3: Anzahl der Individuen nach GréRenklassen; in den Grafiken sind die Namen der
Herkinfte sowie die Gesamtanzahl der Individuen pro Population aufgefihrt. In Herkunft
Wupper 2 konnten die Tiere nicht vermessen werden. In der Gera konnte eine grolRe Anzahl
Aschen (>60) in der GréRenklasse 50-100 mm gefangen werden. Die Population ist daher zur
besseren Sichtbarkeit der anderen Populationen in dieser Ubersicht nicht aufgefuhrt.

Die Gesamtheit aller gefangenen Asche zeigte eine relativ homogene Verteilung in den
GrolRenklassen (Abbildung 4) und spiegelt die typische Populationsstruktur mit der
hdchsten Abundanz in den Juvenilstadien und sinkender Abundanz mit ansteigender
GrolBenklasse wider. Generell werden bei der Elektrobefischung jedoch die kleinen
Grolenklassen quantitativ unterschatzt, da die kleinen Fische weniger Feldlinien
abgreifen und der Fangradius des Elektrofischfanggerates gegenuber grofReren

Fischen wesentlich eingeschrankt ist. Deutlich erkennbar sind die Verluste
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Abbildung 4: Anzahl von Individuen je Groélienklasse (Grafik links) sowie Gewichts-Langen-
Verhaltnisse (Grafik rechts) aller vermessenen Aschen

des ersten Winters, welche sich im starken Abfall zwischen GrélRenklasse 10-15 cm und
15-20 cm darstellen. Hier spielen zum einen naturliche Winterverluste eine Rolle.
Andererseits werden in fast allen Gebieten Deutschlands aus der fischereilichen Praxis
von massiven Verlusten von Aschen berichtet, was dem angestiegenen
Pradationsdruck durch den Kormoran zugeschrieben wird. Dieser Effekt sollte sich
hauptsachlich auf die GroRenklassen von 15-30 cmm bemerkbar machen. Die Gewicht-
Langenverhaltnisse (Abbildung 4) lassen sich als signifikanter Zusammenhang

darstellen.

Dabei konnten deutliche Unterschiede der Korpulenz der vermessenen und
gewogenen Aschen zwischen den analysierten Populationen festgestellt werden. Der
mittlere Korpulenzfaktor der Populationen lag zwischen 0,63 (Frankische Saale) und
1,06 (Alme). Insgesamt liegt der Korpulenzfaktor der Asche und dessen Schwankung
zwischen den Populationen dabei im selben Bereich wie im Fall der Barbe in einer
vorangegangenen Studie (Berendonk et al, 2015). Generell ist der Vergleich der
Korpulenz bei der Analyse von strukturierten Wildpopulation schwierig, da sich diese
in den unterschiedlichen GrélRenklassen a) mathematisch-physikalisch unterscheidet,
b) Messfehler bei der Wiegung kleiner Individuen prozentual immer grof3er ist, und c)
die Korpulenz jahreszeitlichen Schwankungen unterliegt - Fettvorrate werden z.B. Uber
den Winter aufgebraucht, weshalb in den gemaRigten Breiten Mitteleuropas Fische aus

Frahjahrsfangen weniger korpulent als Fische aus Herbstfangen sind. Fir den Vergleich
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der Korpulenz aus Wildfangen unterschiedlicher Herkunft mussten daher gleiche
Altersstadien/GroRenklassen analysiert werden, die zu ahnlichen terminlichen
Zeitpunkten erhoben wurden. Diese Daten waren fiir die Asche im Rahmen dieser

Studie nicht zu erheben.

5.2 Genetische Diversitat der Asche in den erfassten Herkiinften

5.2.1 Forensische Abstriche zur DNA-Gewinnung

Die mit dem ,, QIAAMP®"” DNA MINI KIT (QUIAGEN) extrahierte DNA aus Abstrichen wies bei
korrekter Entnahme und Lagerung der Proben eine vergleichbar gute Qualitat mit der
aus klassischer Phenol-Chloroform-Extraktion gewonnenen DNA aus Muskelgewebe
auf. Die ermittelten DNA Mengen lagen groR3tenteils bei 1-10ug Gesamt-DNA, was fur
die durchzufuhrenden PCR-Reaktionen innerhalb der vorliegenden Studie ausreichend

war.

5.2.2 mtDNA RFLP-Analyse

Fur 374 Individuen aus 36 Herkunften und 5 FGEs wurde eine RFLP-Analyse der
mitochondrialen ND1- & ND5/6-Region durchgefthrt um die mitochondriale Diversitat
zwischen und innerhalb der Aschen-Populationen in Deutschland abzuschéatzen.
Insgesamt konnten in diesemm mtDNA-Datensatz 22 Composite-Haplotypen
(nachfolgend nur noch ,Haplotypen’ genannt) identifiziert werden (siehe Abbildung 5),
von denen 6 bereits von Gum et al. (2005) beschrieben wurden. Die Bezeichnung der
16 neu beschriebenen Haplotypen erfolgte mit Thy34-Thy49, da 33 Haplotypen bereits
von Gum et al. (2005, 2006) beschrieben wurden.

Die Haplotypendiversitat (Hd) ist in den FGEs Donau (0,7412) und Rhein (0,6798) am
hdchsten und in der FGE Weser (0,4185) am niedrigsten (vgl. Abbildung 5). Insgesamt
ist die Haplotypendiversitat pro FGE gesehen im Vergleich zu anderen Fischarten wie
Barbe (Berendonk et al., 2015), Bachforelle (Schmidt et al., 2015) oder Quappe (Wetjen
et al., 2016) relativ niedrig. Die Haplotypendiversitat in den untersuchten Populationen

reichte von 0,0000 bis 0,8000 (Inn) und liegt damit sehr nah an den
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Abbildung 5: Median-Joining Haplotypen Netzwerk bestehend aus 22 Composite-Haplotypen der
mitochondrialen ND1- & ND5/6-Region, welche in den 36 untersuchten Aschenpopulationen aus 5
verschiedenen Flussgebietseinheiten (FGE) detektiert wurden. Diese gruppieren sich in 4 genetische
Hauptlinien ein. Zusatzlich sind weitere, ausgewahlte Composite-Haplotypen aus Gum et al. (2005)
dargestellt, um die Abgrenzung der Hauptlinien zu verdeutlichen. Jeder Kreis reprasentiert einen
individuellen Composite-Haplotyp, wobei die GréRe des Kreises proportional zur Haplotyp-Frequenz ist.
Die Farbe der Kreise ist nach der Zugehorigkeit zu einem FGE bzw. im Fall der Referenz-Haplotypen zu den
genetischen Hauptlinien kodiert. Die Anzahl an Querlinien auf den Verbindungslinien zeigt die
schrittweisen Unterschiede im RFLP-Muster zwischen den einzelnen Composite-Haplotypen an. In der
Legende ist neben den FGEs die entsprechende Anzahl der Individuen (N), die in die Analyse mit
eingegangen sind, auch die jeweilige Haplotypendiversitat (Hq) fUr die entsprechenden FGEs angegeben.
Composite-Haplotypen aus Gum et al. (2005) sind mit ,H’ bezeichnet, in dieser Studie neu beschriebene

Composite-Haplotypen mit ,Thy'.
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gefundenen Werten von Gum et al. (2005), wobei der héchste Wert auch damals im

Inn-System gefunden wurde (Hd = 0,855 in Population ,Tittmoninger Ache, Innsystem).

Die hochste Anzahl privater Haplotypen findet sich bezogen auf die FGEs im Rhein (4)
und die niedrigste Anzahl (0) in den FGEs Donau und Maas (Appendix 1). Generell zeigt
sich auch hier ein Unterschied im Vergleich zu anderen Fischarten im selben
Untersuchungsgebiet, bei denen teils deutlich mehr private Haplotypen gefunden
wurden (Berendonk et al, 2015; Schmidt et al, 2015; Wetjen et al., 2016). Eine
Korrelationsanalyse (Rangkorrelationskoeffizienten geschatzt Uber den
PEARSONschen Korrelationskoeffizienten der Range) ergab eine signifikante negative
Korrelation zwischen Latitude und Haplotypendiversitat (Rangkorrelationskoeffizient rs
=-0,439, p <0,01). Die Hd der Asche nimmt im untersuchten Gebiet also von Siden
nach Norden ab (vgl. Abbildung 6). Dieses Muster lasst sich fur verschiedene Fischarten
feststellen und mit dem unterschiedlichen Grad der Vergletscherung im Pleistozan
begriinden (Bernatchez & Wilson, 1998). Auch fiir die Asche konnte in Deutschland eine
tendenziell geringere genetische Diversitat in den ndrdlichen FGEs gegenuber der FGE
Donau festgestellt werden (Gum et al., 2003, 2005).

Basierend auf dem in Abbildung 5 dargestellten Haplotypennetzwerk lasst sich eine
deutliche phylogenetische Struktur in Form einer Aufspaltung von eindeutigen Linien
erkennen. Die gefundenen Haplotypen gruppieren sich in die von Gum et al. (2005)
beschriebenen Hauptlinien |, lla, Ilb und IIl ein. Dabei ist eine deutliche Zuordnung der
haplotypisierten Individuen zu den Hauptlinien gemal3 ihrer FGE-Zugehorigkeit
erkennbar. Individuen aus der FGE Donau gehdren grofRtenteils zu Haplotypen der
Linie Il (auBer Population Isar), Individuen der FGEs Elbe und Weser grof3tenteils zu
Linie Ilb und Individuen der FGEs Rhein und Maas groftenteils zu Linie lla (aul3er

Population Lahn).

Diese deutliche Abgrenzung zwischen den FGEs zeigt sich auch in Hinblick auf die
genetische Differenzierung (paarweisen Fsr-Werte zwischen den FGE, Tabelle 6). Die
geringste signifikante Differenzierung auf Basis der mitochondrialen RFLP-Daten zeigt
sich dabei zwischen Elbe und Weser (Fst = 0,0564), deren Individuen sich im
Haplotypennetzwerk gréf3tenteils zur gemeinsamen Linie Ilb zuordnen lassen und dort
auch gemeinsame Haplotypen aufweisen. Alle Individuen aus der FGE Maas gehoren
dabei zu zwei eigenen Haplotypen innerhalb der Linie lla, sodass auch hier eine
signifikante Differenzierung zur FGE Rhein auftritt (Fst = 0,2797). Bezogen auf die FGEs
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ist die groBte genetische Differenzierung zwischen dem Elbe- und dem

Maaseinzugsgebiet zu finden (Fst = 0,9052, siehe Tabelle 6).

Der haufigste Haplotyp Thy45 wurde 160-mal detektiert und lasst sich Linie llb
zuordnen. Die meisten Individuen mit Haplotyp Thy45 wurden in den FGE Weser und
Elbe gefunden. Zusatzlich gehéren auch ein Groliteil der Individuen der Herklnfte
,Lahn’ und ,Frankische Saale’ und einzelne Individuen aus weiteren Populationen der
FGE Rhein diesem Haplotypen an. Der zweithaufigste Haplotyp Thy39 mit 62 Individuen
gehort zur Linie lla, wobei dieser ausschlie3lich in Populationen der FGE Rhein auftrat

und dabei v.a. in den Einzugsgebieten der Ruhr, Lippe und Wupper identifiziert wurde.

Haplotyp-Diversitat
o 0

O o5

O

Private Haplotypen (N)

Abbildung 6:
Kartografische
Darstellung der
Haplotyp-Diversitat
und der Anzahl der
Privaten Haplotypen
far die hinsichtlich der
mitochondrialen
ND1- & ND5/6-Region
untersuchten Her-
kinfte. Die Fluss-
gebietseinheiten sind
durch rote Linien
voneinander  abge-
grenzt.

Far Linie Il konnten gegenldber Gum et al. (2005) keine neuen Haplotypen gefunden

werden. Alle Individuen aus den Donaupopulationen ,Ammer’ und ,Inn‘ gehéren den
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Haplotypen H2-H5 an. Vereinzelte Individuen aus Populationen anderer FGEs
(Populationen Lahn, Radolfzeller Aach, Leine, Diemel) finden sich ebenfalls in diesen
vier Haplotypen wieder. Geringe Haufigkeiten von Haplotypen der Linie Il in
Populationen anderer FGEs als der Donau sind dabei nicht ungewdhnlich. So konnte
auch in anderen Studien ein vereinzeltes, weitraumiges Auftreten der Linie Il in
Populationen der FGEs Weser, Rhein und Elbe beobachtet werden (Gum et al., 2005;
Kdahn, 2011).

Ein Teil der Individuen aus der Isar gehort ebenfalls diesen Linie Ill-Haplotypen an,
allerdings ist der GroRteil der Individuen den Haplotypen der Linie lla (H16, Thy41)
zuzuordnen. Haplotyp H16 wurde bereits von Gum et al. (2005) in den FGEs Rhein und
Donau gefunden, sodass auch hier u.a. aufgrund der Vermischung durch
nacheiszeitliche Sekundarkontakte davon auszugehen ist, dass Haplotypen der Linie
lla auch im Donaugebiet vorkommen. Eine solche geringfige Durchmischung findet
sich auch zwischen Linien lla und IIb. So gehdren Individuen der Population Fulda zum
Haplotypen Thy37 und Individuen der Population Selke bilden den privaten Haplotyp
Thy42. Umgekehrt kommt Haplotyp Thy49 auch in der Population der Lenne vor und
Haplotyp Thy45 in den Populationen Alme, Frankische Saale, Lahn, Lippe und Sinn. Fur
die bayerischen Mainzuflisse wie Sinn und Frankische Saale konnten auch Gum et al.
(2005) bereits das Vorkommen von Haplotypen der Linie IIb nachweisen. Interessant
ist in dieser Beziehung allerdings die Population der Lahn. Hier Iasst sich ein Grofteil
der haplotypisierten Individuen dem Haplotyp Thy45 und damit Linie llb zuordnen. Des
Weiteren konnte ein Haplotyp (H28) der nordostlichen Linie | unter den
haplotypisierten Individuen der Emmer detektiert werden. Haplotypen der Linie |
wurden zwar auch vorher schon in Mitteleuropa festgestellt (Gum et al., 2005), jedoch
gibt es Anzeichen, dass dieses Individuum auf Besatzmalinahmen mit potenziell
gebietsfremden Besatz zuruckgeht: So wurden in einer weiteren Studie im Auftrag der
Bezirksregierung Dusseldorf auch Aschen aus mehrere Zuchtstamme haplotypisiert,
die flr den Besatz vor allem in Nordrhein-Westfalen von Bedeutung sind. Dabei wurde
festgestellt, dass ein Grol3teil des Zuchtstamms, der flur den Besatz der Emmer
verwendet wurde, Haplotypen der Linie | (u.a. auch H28) zugeordnet werden kénnen

(Koébsch et al., in Vorbereitung).

Fur die Untersuchung der genetischen Varianz und Differenzierung innerhalb und
zwischen den untersuchten Populationen und FGEs wurde eine Analyse der
molekularen Varianz (AMOVA) durchgefuhrt. Die Ergebnisse der AMOVA zeigten auf

allen hierarchischen Ebenen (zwischen FGEs, zwischen Populationen innerhalb der
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FGEs, und innerhalb der Populationen) eine signifikante genetische Differenzierung
(Tabelle 5). Der Grol3teil der genetischen Variabilitat wird danach durch die Varianz
zwischen Flussgebietseinheiten (65,49%) erklart. Durch die Varianz zwischen den
Populationen innerhalb der FGEs kdnnen dagegen nur 16,84% der Gesamtvarianz
erklart werden. Die untersuchten Aschenpopulationen in Deutschland zeigen somit
eine relativ grofe genetische Variation auf Uberregionaler Ebene mit einer
eingeschrankten Diversitat zwischen Populationen. Die Differenzierung innerhalb der
Populationen  erklart noch 17,67% der beobachteten Gesamtvarianz.
Zusammenfassend sind demnach etwa 82% der detektierten mitochondrialen Varianz
mit einer genetischen Differenzierung auf regionaler und Uberregionaler Ebene zu
begrinden, die dabei vorwiegend auf die Ebene der Flussgebietseinheiten
zuruckfthrbar ist. Dieses Mald an Differenzierung auf Ebene der FGEs und
Populationen ist wesentlich héher als bei anderen Fischarten wie Bachforelle (Schmidt
et al., 2015) oder Barbe (Berendonk et al., 2015) und liegt eher im Bereich dessen was

fur die Quappe beobachtet wurde (Wetjen et al., 2016).

Tabelle 5: Ergebnisse der hierarchischen AMOVA (Analysis of Molecular Variance) fur die
mitochondrialen RFLP-Daten (ND1 & ND5/6) gruppiert nach den untersuchten
Aschenpopulationen und den entsprechenden finf Flussgebietseinheiten (FGEs). Dargestellt
sind die Freiheitsgrade (df), Summe der Quadrate (SSD), Varianzkomponenten (CV),
Prozentanteil der Gesamtvarianz (% total), die Fixationsindices (Fl) und deren Signifikanz (***:
p <0,001).

%

Genetische Variationen df SSD cv Fl
total
Zwischen FGEs 4 253,227 8,73433 65,49  Fcr=0,65486***
Zwischen Populationen
31 792,751 2,24634 16,84  Fsc =0,48798%***

innerhalb der FGEs
Innerhalb der

, 338 796,667 2,35700 17,67  Fst=0,82328*%*%*
Populationen
Gesamt 373 41112,644 13,33767

5.2.3 Mikrosatellitenanalyse

Die hochste maximale Allelzahl pro Population wurde fur den Locus ,BFRO010' mit 14

Allelen in der Population Isar gefunden; die kleinste maximale Allelzahl pro Population
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wurde fur die Loci , BFRO007/,,SSOSL311"und ,BFRO004' mit jeweils 3 Allelen detektiert.
Die mittleren Allelzahlen pro Locus schwankten damit zwischen 1,32 flir Locus
,SSOSL311" und 6,41 fur Locus ,0go2’. Die maximale Anzahl von nur 5 privaten Allelen
in nur einer Populationen (,Inn’) lasst auf eine relativ geringe genetische
Differenzierung zwischen den einzelnen Bestanden schlieen. So konnten in ca. der
Halfte aller untersuchten Populationen keine privaten Allele detektiert werden
(Abbildung 7), wodurch die mittlere Anzahl privater Allele Uber alle Populationen

hinweg mit 0,91 ebenfalls sehr gering ausfallt (Appendix 1).

Heterozygotiegrad
o 02
O 03
O 04
(Oos

Private Allele (N)

Abbildung 7:
Kartografische
Darstellung des

Heterozygotiegrades
sowie die Anzahl
Privater Allele der
Herklnfte von denen
Mikro-satelliten
analysiert  wurden.
Die Flussgebiets-
einheiten (FGE) sind
durch rote Linien
voneinander abge-
grenzt.
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Tabelle 6: Paarweise Fsr-Werte basierend auf den Mikrosatelliten- (unterhalb der Diagonalen)
und den mitochondrialen RFLP-Daten (oberhalb der Diagonalen) zwischen den
Flussgebietseinheiten. Alle Fsr-Werte sind signifikant (p < 0,001).

Donau Elbe Maas Rhein Weser
Donau 0,3723 0,3540 0,2949 0,4633
Elbe 0,3533 0,4606 0,3824 0,5238
Maas 0,3589 0,2937 0,3743 0,5501
Rhein 0,2864 0,2125 0,1102 0,4514

Weser 0,3361 0,0743 0,3183 0,2253

Tabelle 7: Ergebnisse der hierarchischen AMOVA (Analysis of Molecular Variance) fur die
Mikrosatelliten-Daten. Die Individuen wurden nach ihren Populationen und nach den funf
Flussgebietseinheiten (FGEs) gruppiert. Dargestellt sind die Freiheitsgrade (df), Summe der
Quadrate (SSD), Varianzkomponenten (CV), Prozentanteil der Gesamtvarianz (% total), die
Fixationsindices (Fl) und deren Signifikanz (***: p < 0,001).

%
Genetische Variationen df SSD cv FI
total

Zwischen FGEs 4 1278,32 0,73873 19,57 Fcr=0,19569%**

Zwischen Populationen
innerhalb der FGEs
Innerhalb der
Populationen

Gesamt 2019 7185,917 3,77505

29 1300,08 0,71632 18,98 Fsc =0,23592%**

1986  4607,514 2,32000 61,46 Fst=0,38544*%**

Die in der vorliegenden Studie ermittelte durchschnittliche Heterozygotierate
(Hgc = 0,366) Uber alle untersuchten Populationen hinweg ist im Vergleich zu anderen
Mikrosatelliten-Studien an Wild- und Zuchtfischpopulationen in Deutschland als gering
zu werten (Kohlmann, 2003; Berendonk et al., 2015; Schmidt et al., 2015; Wetjen et al.,
2016). Der erwartete Heterozygotiegrad auf Ebene der Flussgebietseinheiten ist in der
Weser mit Hec = 0,522 am hdchsten und in der Maas mit Hec = 0,363 am niedrigsten.
Auf Populationsebene liegt der erwartete Heterozygotiegrad zwischen 0,20 fur die
Population der Gerdau und 0,50 fuir die Population des Isar. Die geringen Werte fur Hec
kdnnen Anzeichen fur geringe effektive PopulationsgroBen und/oder flur weit
zuruckliegende Bottlenecks sein. So fanden Meldgaard, Nielsen & Loeschcke (2003)
und Swatdipong, Primmer & Vasemagi (2010) Hinweise fur sehr starke, lang
zuriickliegende Bottlenecks bei der Asche und gehen davon aus, dass die heutigen

Populationsgrélien noch 0,03-3,3% der Populationsgrolien von vor ca. 7000-100.000
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Jahren betragen. Auch wurden generell geringe effektive Populationsgrél3en fur die
Asche gefunden, die oftmals weniger als 50 Individuen betrugen (Swatdipong et al.,
2010; Dawnay et al., 2011).

Die in dieser Studie festgestellte genetische Diversitat der Asche innerhalb der
Populationen (@A = 3,39 / gHec = 0,37) ist, verglichen mit anderen Fischarten im selben
Untersuchungsgebiet, als gering einzuschatzen. So zeigen die Bachforelle (sA =9,24 /
@Hec = 0,70), die Barbe (oA = 6,4 / gHec = 0,66) und die Quappe (A = 9,27 / gHec = 0,73)
einen wesentlich héheren Grad an Diversitat innerhalb von Populationen (Berendonk
et al., 2015; Schmidt et al., 2015; Wetjen et al., 2016). Geringe Diversitatsindices
innerhalb von Aschenpopulationen wurden auch in anderen Studien festgestellt
(Koskinen et al., 2002a; Gum et al., 2005; Dawnay et al., 2011). Die dort gefundenen
Werte liegen mit A = 2,5 - 3,5 und gHec = 0,37 - 0,41 sehr nah an denen dieser Studie
bzw. entsprechen diesen. Diese geringe Diversitat in den Populationen kann unter
anderem mit der Lebensweise der Asche als standorttreue, gesellige Fischart mit
ausgepragtem Homing-Verhalten erklart werden. So stellten Heggenes et al. (2006)
fest, dass die in norwegischen Fliissen untersuchten Aschen gréRtenteils standorttreu
(£0,5km) waren und nur wenige Individuen Wanderungen uUber 100km Lange
durchfiihren. Bedenkt man den Grad der Fragmentierung der FlieRgewassersysteme
und die im Vergleich zu anderen Salmoniden schwacheren Leistungen bei der
Uberwindung von Hindernissen (Jungwirth, 1996; Ovidio & Philippart, 2002), ist von
einem geringen Genfluss zwischen Populationen desselben Einzugsgebiets
auszugehen. Dazu passend konnten wir eine signifikante Differenzierung zwischen fast
allen Population feststellen (vgl. Appendix 2), wie sie auch fur die Asche in
Grol3britannien gefunden wurde (Dawnay et al, 2011). Trotz dieses geringen
Genflusses und der eingeschrankten genetischen Diversitat sind keine Inzuchteffekte
zu erkennen (Appendix 1). Ammer’, ,Gerdau’ und ,Ahr’ sind dabei im Datensatz die am

starksten differenzierten Populationen (siehe maximale Fsr-Werte in Appendix 2).

Die Hauptkoordinatenanalyse zur rdaumlichen Darstellung der genetischen
Ahnlichkeiten und Beziehungen der Populationen (Abbildung 8) und Individuen
(Abbildung 9) zueinander zeigt auf Populationsebene ein Bild &hnlich dem
Haplotypennetzwerk der ND1- & ND5/6-Region mit einer relativ klaren Abgrenzung
zwischen der FGE Donau, einem gemeinsamen Cluster der FGEs Rhein/Maas und
einem gemeinsamen Cluster der FGEs Elbe/Weser. Die Donaupopulationen Ammer
und Isar sind relativ eindeutig von den Populationen der anderen FGEs abgegrenzt,

wohingegen die Population der Isar sich naher an der FGE Rhein befindet und auf
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Individuenebene (bezogen auf die ersten drei Achsen der Hauptkoordinatenanalyse)
keine klare Trennung sichtbar ist. Die Populationen der FGEs Rhein und Maas sind
sowohl auf Individuen- als auch auf Populationsebene nicht voneinander abgegrenzt.
Gleiches gilt fur die Populationen der FGEs Elbe und Weser. Zwar lasst sich zwischen
letzteren auf Individuenebene eine Tendenz zur Abgrenzung beobachten, aber eine
klare Trennung entlang der Grenzen der FGEs ist nicht mdglich. Analog zu den
Ergebnissen der mtDNA-Analyse lasst sich die Population der Lahn zum Cluster der
FGEs Elbe und Weser zuordnen. Insgesamt ist zu beachten, dass der Erklarungsanteil
der dargestellten ersten 3 Achsen relativ gering ist. Das hohe Mal3 an Differenzierung
der Populationen innerhalb der FGEs, wie es durch die signifikante Differenzierung auf
Basis der Fs-Werte gezeigt wird, kann von der Hauptkoordinatenanalyse daher nicht

dargestellt werden.
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Abbildung 8: Hauptkoordinaten-Analyse der 34 Aschenpopulationen aus den
Flussgebietseinheiten Donau (rot), Elbe (orange), Maas (lila), Rhein (blau) und Weser (grin) auf
Basis ihrer Nei-Distanzen unter Verwendung des Mikrosatelliten-Datensatzes. (A)
Hauptkoordinate 1 gegen Hauptkoordinate 2, (B) Hauptkoordinate 1 gegen Hauptkoordinate 3.
Diese drei Achsen erklaren zusammen 22,9 % der Gesamtvariation im Datensatz.

Ausfuhrliche Darstellung der Ergebnisse | 59



® Ammer
A |nn
¢ |sar
Floeha
Gera
Gerdau
lim
Pressnitz
Schwarzwasser
Selke
Zschopau
® Rur1
A Rur2
Ahr
® Alme
Hoenne
' ' ' ' t Lahn
Lenne
Lippe
RadAach
» Sinn
® X Wupper1
7 Wupper2
Bega
Diemel
Emmer
Felda
Fulda
-2 lime
Leine
-3 Nesse/Hoersel
Qertze
Werra1
Werra2

Achse 2 (9,38%)

L1

Achse 3 (5,30%)
o

T T T T

3 2 R 0 1 2
Achse 1 (20,50%)

(SO F

Abbildung 9: Individuenbasierte Hauptkoordinaten-Analyse der 34 Aschenpopulationen aus
den Flussgebietseinheiten Donau (rot), Elbe (orange), Maas (lila), Rhein (blau) und Weser (grin)
auf Basis ihrer binaren Distanzen. (A) Hauptkoordinate 1 gegen Hauptkoordinate 2, (B)
Hauptkoordinate 1 gegen Hauptkoordinate 3. Diese drei Achsen erklaren zusammen 35,18%
der Gesamtvariation im Datensatz.

Die ,Structure’ Analyse zur Abschatzung der Populationsstruktur und Ermittlung der
Anzahl der sich genetisch unterscheidenden Gruppen (K) ergab basierend auf der
Evanno Methode (Evanno et al., 2005) eine Anzahl von 4 bzw. 8 Clustern, welche die
genetischen Muster im untersuchten Datensatz fir die Aschenpopulationen

Deutschlands am besten erklaren.

Wie in Abbildung 10 zu sehen ist, gibt es basierend auf der ,Structure’-Analyse unter
Verwendung des ,Admixture Modells' (mit K =4 bzw. K = 8) keine Population, die nur
einer einzelnen Gruppe zugeordnet werden kann. Insgesamt lassen sich jedoch, von
Ausnahmen abgesehen, relativ klare Muster im Sinne einer Abgrenzung der FGEs
voneinander erkennen: Im Fall von 4 Clustern (K=4) sind die Populationen des
Donaueinzugsgebiets vorwiegend Cluster 1 (Rot, Abbildung 10) zugeordnet, wobei die

Population 'Isar’ etwa 50% Durchmischung mit Cluster 3 zeigt. Bis auf die Populationen
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Ilm" und 'Gera’ zeigen die Individuen aus dem Elbeeinzugsgebiet eine vorwiegende
Gruppierung zu Cluster 2 (Orange, Abbildung 10). Die Individuen der Population 'llm’
waren dabei vor allem Cluster 4 und die der Population ,Gera’ den Clustern 2 und 4
zugehorig. Die Individuen des Maas- und Rheineinzugsgebiets zeigen mit Ausnahme
der Population ,Lahn’ eine Uberwiegende Zuordnung zu Cluster 3 (Blau, Abbildung 10).
Die Individuen aus der Lahn gruppieren sich gemeinsam mit den Populationen der FGE
Weser Uberwiegend zu Cluster 4 (Grun, Abbildung 10). Insgesamt zeigen viele
Individuen in Abhangigkeit der Populationszugehorigkeit zusatzlich zu den jeweils
dominierenden Clustern eine Durchmischung von etwa 10-50% mit anderen Clustern,
was auf einen Genfluss gewissen zwischen Populationen aus unterschiedlichen

genetischen Clustern hindeutet.

In  Hinblick auf die o.g. Zuordnung zu den gefundenen, hypothetischen
Genotypclustern und ihrer FGE-Zugehorigkeit fallen vor allem die Populationen ,Iim’,
,Gera’, ,Isar’ und Lahn’ auf. Im Falle der IIm und der Gera gibt es fur die vergangenen
20 Jahre Hinweise auf intensive BesatzmalRnahmen aus einzugsgebietsfremden
Quellen im Nachgang starker Bestandseinbriche durch Kormoranpradation (pers.
Mitteilung W. Schmalz, FLUSS). Es ist daher wahrscheinlich, dass diese
Besatzmallnahmen zur Dominanz (llm) bzw. zur starken Einkreuzung (Gera) der
Genotypen des Clusters 4 gefuhrt haben. In der Isar gab es ebenfalls intensive
Besatzmalinahmen nach starken Bestandsruckgangen in den letzten 20 Jahren, wobei
hier keine Informationen zu den Quellen des Aschenbesatzes vorliegen (pers.
Mitteilung T. Ruff, Fischereifachberatung Oberbayern). Fir den untersuchten Bereich
der Lahn existieren dagegen keine Hinweise auf intensive Besatzmalinahmen oder
Initialbesatz nach vollstandigem oder teilweisem Verschwinden der Art. Im Endeffekt
kann auf Basis der hier vorgestellten Ergebnisse allerdings nicht festgestellt werden,
inwieweit es sich bei diesen Fallen um eine Folge von naturlichen Sekundarkontakten
zwischen genetischen Linien oder um die Folge von Besatzmalinahmen handelt. So
durfte laut Gum et al. (2009) das naturliche Auftreten von klar getrennten genetischen
Linien zwischen Populationen und Einzugsgebieten ,eher die Ausnahme als die Regel

sein”.

Die Ergebnisse fur 8 potentielle Genotypcluster (K = 8) zeigen prinzipiell ein ahnliches
Muster (Abbildung 10). Die Populationen der FGE Weser und die Populationen ,Lahn’
und ,llm’ zeigen eine Durchmischung unterschiedlichen Grades zwischen den Clustern
4 und 7 und grenzen sich damit von den ubrigen Populationen der FGEs Rhein und Elbe

ab. Unter den Elbepopulationen zeigt sich im Falle von ,FI6ha’, ,Gerdau’ und ,Selke’ eine
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Durchmischung von Cluster 2 mit Cluster 6 (Turkis) bzw. 7 (Gelb). Dies betrifft damit
Populationen in denen entweder gar kein Besatz (Gerdau) oder nur ein Initialbesatz
aus benachbarten, durch BesatzmaBnahmen unbeeinflussten Gewassern
stattgefunden hat (FI6ha, Selke). Mit ihrer hauptsachlichen Zugehorigkeit zu Cluster 5
(Lila) trennen sich die Populationen der FGE Maas (Rur 1, Rur 2), sowie die Population
,Lenne’ und einige Individuen der Populationen ,Honne’, ,Sinn* und ,Wupper 2 von den
ubrigen Individuen und Populationen des Rheineinzugsgebiets ab. Zusatzlich konnte
fur die Population der Emmer (FGE Weser) eine Uberwiegende Zugehorigkeit zu Cluster
8 (Pink) und fur ,Alme’ und ,Lippe’ (FGE Rhein) eine Durchmischung von Cluster 3 und

8 festgestellt werden.

Die Analyse der molekularen Varianz (AMOVA) zeigte auf jeder getesteten
hierarchischen Ebene (zwischen FGEs, zwischen Populationen innerhalb der FGEs,
innerhalb der Populationen) eine hochst signifikante Differenzierung beruhend auf der
Berechnung der F-Statistik (Tabelle 7). Im Kontrast zu den Ergebnissen der AMOVA auf
Basis der mitochondrialen Marker (vgl. Tabelle 5), finden wir fur die Mikrosatelliten-
Marker allerdings einen Grol3teil der genetischen Variation innerhalb der Populationen
(61,46%). Die Vergleiche der genetischen Unterschiede zwischen den Populationen
innerhalb der FGEs und zwischen den FGEs erklaren dagegen einen ahnlich hohen
Anteil an der Gesamtvarianz. Ahnliche Ergebnisse hinsichtlich der Varianzanteile der
betrachteten hierarchischen Ebenen wurden auch in anderen Studien zur Asche
gefunden (Koskinen et al.,, 2002a; Gum et al.,, 2003, 2005). Obwohl bei anderen
Fischarten wesentlich héhere Varianzanteile innerhalb der Populationen festgestellt
wurden (z.B. >90% bei Lachs und Bachforelle, siehe King et al., 2001; Schmidt et al.,
2015), steht dieses Ergebnis fur die Asche zum Teil im Widerspruch zu der
beobachteten starken genetischen Differenzierung zwischen den Populationen und
FGEs (Tabelle 6, F-Statistik in Tabelle 7, Appendix 2) und zur (bis auf Ausnahmen)
deutlich erkennbaren Populationsstruktur mit Zuordnung der unterschiedlichen
Genotypen zu den FGEs (vgl. Abbildung 10). Dies ist wahrscheinlich zum Teil auch auf
grundlegende Prozesse der Populationsbiologie zurtickzuflihren. Ein solcher Prozess
ist z.B. ein Grundereffekt wahrend der postglazialen Wiederbesiedlung, welcher
aufgrund der geringeren Mutationsrate mitochondrialer Gene gegentber der hdheren
Mutationsrate der Mikrosatelliten Marker noch zu erkennen ist. Dadurch zeigt sich z.B.
in den RFLP Daten neben teilweise geringen Haplotypdiversitaten auch ein erhohter
Anteil der genetischen Varianz mit gleichzeitiger Differenzierung auf FGE Ebene.

Aufgrund der lange zurlckliegenden Besiedlung erfolgte jedoch auch eine starke
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Durchmischung der Mikrosatelliten Allele innerhalb der Populationen. Im
Zusammenhang mit der erhohten Mutationsrate der Mikrosatelliten Loci bei
gleichzeitig geringem Genfluss zwischen den Populationen kann dies sowohl zu einer
erhdhten genetischen Variation innerhalb der Populationen als auch zu einer
genetischen Differenzierung zwischen den Populationen fuhren. Folglich ist die
detektierte deutliche Trennung der Flussgebietseinheiten mit gleichzeitig relativ hoher
genetischer Varianz innerhalb und Differenzierung zwischen den Populationen auf die
artspezifiscne postglaziale Wiederbesiedlung und Lebensweise der Asche

zurlckzufihren.
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der STRUCTURE-Analyse unter Annahme eines Admixture Models und unabhangiger Allelfrequenzen. Die
Zuordnung der 1010 untersuchten Individuen der Asche aus 34 Populationen erfolgte zu 4 & 8 hypothetischen Clustern (K) bzw. genetischen Linien
(siehe Farbcodes). Jedes Individuum ist mit der entsprechenden Zuordnungswahrscheinlichkeit zu einer Gruppe als senkrechter Balken dargestellt. Die
Individuen sind nach Herkunftspopulation (unterhalb der Abbildung) und Flussgebietseinheiten (oberhalb der Abbildung) geordnet.



6 VORAUSSICHTLICHE NUTZUNG UND
VERWERTBARKEIT DER ERGEBNISSE

6.1 Bewertung der untersuchten Populationen und Bestande der
Asche

Die erhobenen Daten zeigen, dass die Mikrosatelliten und die mtDNA RFLP-
Informationen addquat sind, um die genetische Diversitit der Aschenbestidnde in
Deutschland zu analysieren. Prinzipiell bleibt jedoch zu diskutieren, ob RFLP-Analysen,
abgesehen vom Aspekt der Vergleichbarkeit mit friuheren Studien, noch eine

zeitgemalle Methode darstellen.

Der Vergleich zwischen den mtDNA und Mikrosatelliten Daten ergab, dass die
mitochondriellen Daten und die Mikrosatelliten bezuglich der genetischen
Differenzierung (Fs-Werte) relativ gut korrelieren (siehe Appendix 3). Das bedeutet,
dass zumindest fur die Asche reduzierte Datensitze basierend nur auf
mitochondrieller Information genutzt werden kdénnten, um auch die nukleare
Differenzierung der Asche (naturlich mit einem relativ groRen Fehler) abzuschatzen.
Die Korrelation basierend auf Haplotypendiversitat vs. erwarteter Heterozygotie ist
jedoch wesentlich schlechter (siehe Appendix 3) und entsprechend kénnen
mitochondrielle Datensatze nur sehr eingeschrankt genutzt werden, um auch die

nukleare Diversitat abzuschatzen.

Insgesamt kann festgestellt werden, dass die verwendeten Markersysteme eine
ausreichende Auflésung gezeigt haben, um Populationen mit hoher bzw. niedriger
genetischer Diversitat zu identifizieren, bzw. die genetischen Differenzierungen der

Populationen zu analysieren.
Genetische Diversitat

Insgesamt ist die Haplotypenvielfalt mit 22 identifizierten Haplotypen im Vergleich zu
anderen grol3raumig untersuchten Fischarten wie Bachforelle (28 Haplotypen, Schmidt
etal. 2015), Barbe (56 Haplotypen, Berendonk et al. 2015) oder Quappe (37 Haplotypen,
Wetjen et al. 2016) vergleichsweise niedrig. Daruber hinaus besitzen nur wenige
Populationen lediglich einen und der Grof3teil der Populationen keine privaten
Haplotypen. Auf der Basis des Haplotypennetzwerks (Abbildung 5) lasst sich jedoch

eine eindeutige Aufspaltung genetischer Hauptlinien in einzelne FGEs bzw. Gruppen
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von FGEs erkennen. Diese entsprechen den drei in Deutschland aneinander
grenzenden Hauptlinien lla, Ilb und Il (Gum et al., 2003, 2005, 2009).

Die Haplotypendiversitat (Hd) ist in den FGEs Donau (0,7412) und Rhein (0,6798) am
hochsten und in der FGE Weser (0,4185) am niedrigsten (vgl. Abbildung 5).
Interessanterweise zeigt die Haplotypendiversitat innerhalb der Populationen eine
sehr grol3e Streuung, wobei kein Zusammenhang zwischen Hd-Werten und der Anzahl
an privaten Haplotypen existiert. Die Haplotypendiversitat nimmt in Bezug auf die in
dieser Studie untersuchten Populationen von Stiden nach Norden ab. Die hochste
Anzahl privater Haplotypen bezogen auf FGEs wurde im Rhein (4) und die geringste
Anzahl in Donau und Maas gefunden (0). Im Verhaltnis zur Anzahl der untersuchten
Individuen konnten allerdings in der FGE Elbe die meisten (0,04) privaten Haplotypen
detektiert werden. Wurde man die beiden sehr nahe benachbarten Populationen der
FGE Maas (Rur 1, Rur 2) zusammen betrachten, ware aufgrund der beiden nur dort
detektierten Haplotypen die Anzahl der privaten Haplotypen im Verhaltnis zur Anzahl

der untersuchten Individuen dort am hoéchsten (0,1).

Die Populationen mit der geringsten mitochondrialen genetischen Diversitat (Hd=0)
sind 'FI6ha’, ‘Gerdau’, 'Prel3nitz, 'Schwarzwasser’, ,Erf, Wupper 1', ,Bega’, ,IIme’ und
'Ortze’, was z.B. entweder auf einen Initialbesatz mit wenigen Individuen bzw. den
Besatz mit erbriteten Nachkommen nur eines weiblichen Elterntieres schlieBen Iasst.
Eine Moglichkeit einer nicht anthropogen verursachten geringen Haplotypendiversitat
waren z.B. Flaschenhals- oder Grundereffekte wahrend der Besiedlung, was u.a. fur die
Populationen am Nordrand des Verbreitungsgebiets (‘Gerdau’, ,Ortze’) anzunehmen
ist. Im Fall der Erzgebirgsflliisse 'FIoha’, 'Pref3nitz' und 'Schwarzwasser’ lasst sich die
geringe mitochondriale Diversitat eher auf das Uberleben von relativ wenigen Tieren
im Muldesystem und auf den darauf aufbauenden Initialbesatz in den 1970er Jahren

zurUuckfuhren.

Diese Populationen besitzen die niedrigste genetische Diversitat im Vergleich aller
untersuchten Populationen und mussen trotz der generell niedrigen genetischen
Diversitat der Asche besonders in nérdlicheren Bereichen bzw. auRerhalb der FGE
Donau (Gum et al., 2005) als potentiell gefahrdet eingestuft werden. Es konnte in diesen
Populationen eine genetische Verarmung festgestellt werden, so dass ein erhdhtes
Aussterbepotential durch stochastische demographische, 6kologische und genetische

Ereignisse besteht.
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Die Populationen mit der hochsten mitochondrialen Diversitat sind ‘Inn* und ‘Isar’. Die
beobachtete hohe Haplotypendiversitat der ‘Isar’ Population kénnte dabei auf eine
eventuelle Immigration/Drift von Besatzindividuen aus anderen Herkunften
hindeuten, die urspringlich aus dem Rheineinzugsgebiet stammen. Hier hat
vermutlich weniger eine Uberpragung, als eine durch postglazialen Sekundérkontakt
oder anthropogen verursachte Einmischung in die Bestandspopulation stattgefunden.
Dies wird auch durch die starkere Zuordnung der ‘Isar’ Individuen zum genetischen
Cluster 3 (vorwiegend FGE Rhein) im Vergleich zu den ,Inn’- und ,Ammer*-Individuen
deutlich (siehe Abbildung 10).

Die Populationen 'Gerdau’, 'Selke’, "Zschopau’, ‘Ahr’, ‘Frankische Saale’, ,Sinn’, ,Wupper
2', Nesse/Hodrsel' und ,Emmer’ besitzen als einzige untersuchte Populationen einen
privaten Haplotypen, d.h. dass diese Variante der analysierten mitochondrialen Marker
nur in diesen Populationen detektiert wurde und in keiner der anderen untersuchten
Populationen. Weiterhin wurden in den nahe benachbarten Herkinften der Rur
insgesamt 2 Haplotypen gefunden, die nur dort vorkommen. Entsprechend wichtig ist
nicht nur der Anteil dieser o.g. Populationen an der Gesamtvariation der Asche,
sondern auch deren Schutzwilrdigkeit unter dem Aspekt einer nachhaltigen
Bewirtschaftung zur Erhaltung des evolutiondren Potentials der Aschen in
Deutschland. Zusatzlich zu der gefundenen Gruppierung nach FGEs bzw. FGE-Gruppen
weist so zumindest jede Flussgebietseinheit spezifische private Haplotypen auf, wenn
auch nur in einzelnen Populationen. In Verbindung mit der rdumlichen Trennung der
Populationen durch die Flussgebietseinheiten, wodurch von einem geringen
genetischen Austausch ausgegangen werden kann, erscheinen Managementeinheit

mindestens auf FGE-Ebene angemessen.

Die insgesamt sehr niedrige erwartete Heterozygotie (Hec - korrigiert fur die
Stichprobenzahl) schwankt innerhalb der untersuchten Aschen-Populationen ebenfalls
sehr stark. Die Population ‘Gerdau’ hat dabei den geringsten und die Population ’Isar’
den hdchsten Wert. Die hohe Heterozygotie der Population ‘Isar’ korreliert dabei mit
der ebenfalls beobachteten hohen Haplotypendiversitat; wie bereits oben erwahnt
scheint dies eventuell durch einen Besatz oder eine Immigration (Sekundarkontakt)

von ursprunglich FGE-fremden Individuen verursacht zu sein.

Ebenso wie bei der mitochondrialen Diversitat gibt es auch Populationen, welche
relativ geringe Werte fur die nukleare Diversitat aufzeigen; dies sind insbesondere die

Populationen 'Gerdau’ und 'Ahr’. Analog zu den Schlussfolgerungen in Bezug auf die
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mitochondriale Diversitat, sind diese Populationen daher als potentiell gefahrdet
einzustufen, da im Falle einer derartig geringen genetischen Diversitat auch ein
erhohtes Aussterbepotential durch stochastische demographische, 6kologische und
genetische Ereignisse besteht. Insbesondere die relativ niedrigen Werte der
genetischen Diversitat fur die Populationen 'Gerdau’ (0,2) und 'Ahr' (0,24) sind
vermutlich auf geringere effektive PopulationsgrolRen durch z.B. zuruckliegende
Flaschenhals- oder Grindereffekte in diesen durch Querbauwerke isolierten Oberlauf-
Populationen zurtckzufihren. Zusatzlich zu der oben beschriebenen Gefahr des
Aussterbens fur diese beiden Populationen besteht aullerdem eine besondere
Gefahrdung im Hinblick auf eine Uberpragung durch BesatzmalRnahmen, da hier eine
geringe Diversitat, eine hohen Differenzierung und das Vorkommen eines privaten
Haplotyps (,Gerdau’) bzw. privaten Allels (,Ahr') kombiniert auftritt. Diese Gefahr ist in
Populationen mit hohem Mal3 an Eigenstandigkeit bzw. Differenzierung aber hoher

Populationsgrolie/verfugbarer Gewasserabschnittslange (z.B. , Ammer’, ,Inn’) geringer.

6.2 Ableitung von Managmentmalinahmen

Den Konzepten von Waples (1991) und Moritz (1994) folgend wurden fir die Asche auf
Basis der bis dahin verfugbaren Informationen die FGEs als ,ESUs' (evolutionary
significant unit) mit teilweise mehreren untergeordneten ,Mus' (management units)
definiert (Gum et al., 2009). Baer et al. (2007) stufen die Asche zwar als Art der
,Genetischen Groliraumgruppe’ ein, empfehlen jedoch aufgrund der zahlreichen
Hinweise auf signifikante Differenzierung innerhalb von FGEs eine kleinrdumige
Bewirtschaftung auf Ebene der einzelnen Flusssysteme. Dabei soll nur in
Ausnahmefdllen auf Besatzmaterial aus benachbarten Flissen desselben

Einzugsgebiets zurtckgegriffen werden.

Basierend auf den in der vorliegenden Studie erhobenen Daten zum Status der
genetischen Diversitat und Differenzierung der untersuchten Aschenpopulationen in
Deutschland, durch Einbeziehung von Daten zur Bestandssituation sowie
Besatzmallnahmen, kénnen diese von Gum et al. (2009) und Baer et al. (2007)

getatigten Bewirtschaftungsempfehlungen unterstutzt werden.

Diese Studie konnte gemal3 den Genetischen Managementeinheiten (GME) nach Baer
et al. (2007) signifikante Unterschiede im Kerngenom und in der mitochondrialen DNA
zur Abtrennung von arteigenen Populationen nachweisen. Die Analyse der
mitochondriellen Haplotypen zeigt, dass eine flusseinzugsgebietsbezogene

Einordnung der Asche in genetische Hauptlinien als monophyletische Gruppen im
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Sinne der ESUs in den meisten Fallen moglich ist (Ausnahme Rhein/Maas, Elbe/Weser).
Der hohe Anteil der genetischen Gesamtvariabilitat, der sich in der hierarchischen

AMOVA auf Ebene der Flussgebiete zeigte, bestatigt dies ebenfalls.

Des Weiteren werden durch die Darstellungen der nukledren Mikrosatellitendaten
mittels Hauptkoordinaten- und ,Structure”-Analyse die genetischen Distanzen
zwischen den einzelnen Flussgebietseinheiten (FGE) gut sichtbar. Unter
Berucksichtigung von Besatzmalinahmen, welche die genetische Struktur
autochthoner Populationen mutmalilich beeinflusst zu haben scheinen, liegt die
Auftrennung der Populationen im Fall von Donau, Elbe, Weser und Rhein in genetische
FGE-Cluster nahe. Eine einzelne Zuweisung der FGE Maas ist fraglich, wird aber durch
den Nachweis von eigenen nur dort vorkommenden Composite-Haplotypen, der
generell auftretenden signifikanten Differenzierung zwischen Populationen und FGEs
(Fs-Werte) und einer Zuordnung zu einem grof3tenteils in den Maas-Populationen
dominierenden Genotypcluster im Rahmen der ,Structure’-Analyse zumindest

unterstutzt.

Daruber hinaus werden auch die verscharften Empfehlungen fur die kleinraumige
Bewirtschaftung (Baer et al., 2007) von unseren Daten unterstutzt. So finden wir mit
einer Ausnahme eine signifikante Differenzierung aller 34 untersuchten Populationen,
wobei auch sehr nah benachbarte Populationen (Abstand 10-60 km Fliel3strecke)
signifikante genetische Differenzierungen basierend auf den Mikrosatellitenmarkern
aufwiesen. Kleinrdumige GMEs wie von Baer et al. (2007) vorgeschlagen lassen sich

somit aus folgenden Grinden unterstutzen:

1. Jede der analysierten Populationen stellt fur sich genommen einen Pool an
genetischer Variabilitdt dar, die durch das hohe Mal} an Differenzierung
zwischen den Populationen, sowie dem Auftreten von privaten Haplotypen und
privater Allele in zumindest einigen Populationen aller untersuchter FGEs belegt
ist.

2. Gerade bei Teil-Populationen mit geringer genetischer Diversitat besteht bei
Besatz mit Individuen aus Teil-Population mit gebietsfremden Genotypen die
Gefahr, dass die autochthone Population Uberpragt wird, also deren spezifische
genetische Informationen verlorengehen und damit die genetische
Gesamtvariabilitdt der Population sinkt. Das wurde fiir die Asche bereits belegt
(Koskinen et al., 2002b; Meraner & Gandolfi, 2012) und sollte fir die Zukunft so

weit wie moglich ausgeschlossen werden.
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3. Die AMOVA der Mikrosatelliten und der mitochondrialen Daten mit hoch
signifikanten Fixationsindices zeigt, dass die Asche in Deutschland einer starken

Differenzierung auf mehreren hierarchischen Ebenen unterliegt.

Ausgehend von diesen Erkenntnissen der vorliegenden Studie und besonders im
Hinblick auf die festgestellte signifikante genetische Differenzierung zwischen fast allen

Populationen ist die Asche daher als ,Evolutionare Kleinraumgruppe” einzustufen.

Aus diesen Grunden sind Habitat-verbessernde MalBnahmen in Kombination mit
intensiven Vergramungsmalinahmen gegen den Kormoran (oder andere Pradatoren)
prinzipiell gegenuber BesatzmalBnahmen vorzuziehen. Das Beispiel der Isar im Bereich
Garching zeigt das Potenzial solcher Vergramungsmalnahmen zur Wiederherstellung
individuenstarker, selbstreproduzierender Bestidnde, sofern gute Aschenhabitate
vorhanden sind. Dort konnten im Vergleich von zwei strukturell vergleichbaren
Gewasserabschnitten gezeigt werden, dass eine dauerhafte und intensive Vergramung
des Kormorans in der einen Strecke einen starken Anstieg der Aschenabundanz zu
Folge hatte. Diese Erholung blieb in der nicht bejagten Kontrollstrecke aus, in der die
Abundanz der Asche auf extrem niedrigem Niveau verblieb (pers. Mitteilung T. Ruff,

Fischereifachberatung Oberbayern).

Sollten Besatzprogramme noétig sein, sind diese grundsatzlich mit Nachkommen
moglichst vieler Elternindividuen aus dem jeweiligen Flusssystem selbst
durchzufuhren. In begrindeten Ausnahmefallen und unter Berucksichtigung von
Haplotyp-/Genotypinformationen der Elterntiere sind auch BesatzmalBnahmen aus

benachbarten Flussen desselben Einzugsgebiets moglich.

Damit in solchen Ausnahmefallen Besatzmalinahmen mit dem adaquaten genetischen
Hintergrund durchgefuhrt werden konnen ist es notwendig, die genetische Struktur
der jeweiligen Population zu kennen. Entsprechend liefern die Ergebnisse der
vorliegenden Studie die Grundlage fur eine Suche nach geeigneten
Nachbarpopulationen. Daruber hinaus zeigen die Daten dieser Studie auf, welche
Populationen bereits eine verringerte genetische Diversitat besitzen und deshalb
besonders anfallig fur ein Aussterben und eine mégliche Uberpragung wéren. Die in
dieser Studie identifizierten Populationen mit hoher Eigenstandigkeit in Kombination
mit einer starken genetischen Verarmung (v.a. ,Ahr’ und ,Gerdau’) sollten hinsichtlich
der Bestandsentwicklung und der genetischen Diversitat einem regelmalligen

Monitoring (ca. alle 3 Jahre) unterzogen werden.
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Aus 6kologischer, wissenschaftlicher und wirtschaftlicher Sicht ware die dauerhafte
Erhaltung der genetischen Diversitit der Aschenbestédnde wiinschenswert. Dafur war
eine Uberregionale umfangliche Analyse der genetischen Variabilitat und Bewertung
der Populationen unumganglich. Dieses Ziel konnte mit den vorliegenden Daten
erreicht und zudem Empfehlungen fiir das Bestandsmanagement der Asche formuliert

werden.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

7.1 Deutsche Kurzfassung

Um zukunftig geeignete Schutz- und Bewirtschaftungsmalinahmen konzipieren zu
konnen, wurde in dem vorliegen Projekt die genetische Variabilitdét von
Wildpopulationen der Asche (Thymallus thymallus) in Deutschland erfasst. Insgesamt
konnten in den Jahren 2016-2018 36 Herkunfte aus den funf Flussgebietseinheiten
(FGEs) Donau, Elbe, Maas, Rhein und Weser analysiert werden. Zudem konnte ein
nichtinvasives Verfahren mittels forensischer Abstriche zur DNA-Gewinnung fur die
Asche etabliert werden. Die genetische Analyse der Populationen erfolgte Gber RFLP-
Analyse mitochondrialer DNA und Mikrosatellitenmarker. Fir 1010 Individuen aus 36
Populationen konnten genetische Daten erfasst und in die AGRDEU-Fachdatenbank fur
Aquatische Genetische Ressourcen der Bundesanstalt fur Landwirtschaft und
Ernahrung (BLE) eingepflegt werden. Die Analyse der mitochondrialen DNA ergab, dass
der Grof3teil der beobachteten Varianz (ca. 66%) durch die genetische Variation
zwischen FGEs erklart wird. Die Resultate der Mikrosatelliten-Analysen zeigten eine
vergleichsweise geringe Diversitat der Populationen bei gleichzeitig hoher genetischer
Differenzierung. Mit Hilfe der genutzten mitochondrialen und nukledaren Marker
kdnnen die Populationen zwischen den untersuchten Flussgebieten groRtenteils gut
voneinander abgegrenzt werden. Auch innerhalb derselben Flussgebietseinheiten und
selbst zwischen nah benachbarten Populationen konnte eine signifikante genetische
Differenzierung auf der Basis paarweiser Fsr-Werte beobachtet werden. Aus diesem
Grund empfiehlt sich eine kleinrdumige Bewirtschaftung auf FlieRgewdasserebene.
Besatzprogramme sollten mit moglichst vielen Individuen aus dem zu stltzenden
Bestand selbst aufgelegt werden und nur in begrindeten Ausnahmefallen und nach
Prafung der genetischen Struktur der Populationen auf benachbarte Gewasser

desselben Einzugsgebiets zuruckgreifen.

Danksagung: Diese Studie wurde vom Bundesministerium fur Erndhrung und

Landwirtschaft finanziert.

7.2 Abstract

Genetic variability of the European grayling (Thymallus thymallus) in the main

river catchment areas of Germany
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Christoph Kébsch, Sascha Krenek, Thomas Schiller and Thomas U. Berendonk

So far, information on the genetic diversity for the European grayling (Thymallus
thymallus) in Germany has been available only for certain parts of the natural range of
this species. Such information is essential for the future genetic management and
stocking strategy of the grayling and for the protection of its genetic diversity.
Accordingly, this project endeavoured to close this gap of knowledge and has analysed

several populations from different river catchments in Germany.

Throughout the years 2016-2018, a total of 36 origins from five river catchments were
analysed: Danube (n=3), Elbe (n=8), Meuse (n=2), Rhine (n=12) and Weser (n=11).
Additionally, it was possible to develop a non-invasive approach to analyse forensically
sampled DNA of grayling individuals. The genetic diversity of this species in German
river catchments was assessed using mitochondrial and nuclear microsatellite
markers. In total 1169 Individuals were sampled and 1010 individuals from 34
populations were successfully genotyped by the use of 12 microsatellite loci. In
addition, the mitochondrial NADH Dehydrogenase subunits 1 (ND1) and 5/6 (ND5/6)
were analysed for 374 individuals from 36 populations using RFLP-analysis for
phylogeographic and population genetic inference. The documented morphometric
data and the results of the genetic analysis have been prepared such that they can be
implemented into the AGRDEU Database for the Aquatic Genetic Resources of the

“Federal Office for Agriculture and Food".

The analysis of the mtDNA has shown that the haplotype diversity in the river
catchments Danube (0.7412) and Rhine (0.6798) was highest, whereas in the river
catchment Weser (0.4185) and Meuse (0.5263) the lowest diversity was detected. The
main part of the observed genetic variance (approx. 66%) was explained by the genetic
variation between river basin districts. For the analysed populations, the results of the
microsatellite analysis revealed heterozygosity rates between 0.20 and 0.50. These
comparatively low values could be indicative for low effective population sizes and
could reflect the phylogeography as well as life history traits of European grayling such
as its strong homing and weak dispersal behaviour, the formation of family cohorts

and its spawning behaviour.

The genetic differentiation based on Fsr-values between the investigated populations
shows significant differentiations between the populations according to all hierarchical

levels tested by AMOVA and pairwise comparisons. Most of the observed genetic
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variation was explained by differences between individuals within populations
(61.46%).

In summary, the analysed grayling populations show a comparatively low level of
genetic variability with high levels of differentiation. If necessary, stocking management
should therefore endeavour to use several individuals from the local population as

parental generation for supportive breeding.

Acknowledgements: The study was financed by the Federal Ministry of Food,

Agriculture and Consumer Protection, Germany.
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8 GEGENUBERSTELLUNG DER GEPLANTEN ZU DEN
TATSACHLICH ERREICHTEN ZIELEN

In der vorliegenden Studie sollten mindestens 30 Herkiinfte der Asche aus mindestens
5 Flussgebietseinheiten erfasst werden. Es konnte in insgesamt 36 Herkiuinften aus
den 5 FGEs Donau, Elbe, Maas, Rhein und Weser genetisches Material von Aschen
fur molekulare genetische Analysen gewonnen werden. Die Zielgrél3e von mindestens
30 Individuen pro Herkunft konnte nicht fur alle Herklnfte erreicht werden. In 27
Herkiinften wurden 230, in 7 Herkiinften 10-29 und in 2 Herkiinften <10 Individuen
gefangen. Bis auf eine Herkunft wurden alle Individuen vermessen, ebenso wurde
versucht, alle Individuen zu wiegen. Dies war jedoch nicht immer maglich, die Grinde

dafur sind in Kap. 2 erlautert.

Wie ebenfalls in Kap. 2 dargestellt wurde, waren die in den Gewassern vorgefundenen
Abundanzen der Asche oft so gering, dass die angestrebten 30 Individuen pro Herkunft
in einigen Fallen nicht erreicht werden konnten. Eine aufwandige mehrtagige
Befischung einzelner Herktnfte wurde jedoch fur besonders interessante Herkulnfte
trotzdem durchgefihrt (z.B. Lahn: 7 Tage - 38 Ind., Selke: 3 Tage - 43 Ind., Ortze: 3 Tage
-331Ind., Gerdau: 3 Tage - 35 Ind., Floha: 2 Tage - 40 Ind., Rur 1: 4 Tage - 33 Ind., Alme:
2 Tage - 39 Ind.).

Insgesamt spiegelt die Verteilung der erfassten HerklUnfte (Abb. 2) recht gut die
Verbreitung der Asche in Deutschland wider (vergleiche Brunken und Winkler 2015)
und korrespondiert mit der BfN-Verbreitungskarte fir die Asche (BfN, 2013a). Die
Ergebnisse basieren damit auf einer Datenlage, welche die wesentlichen genetischen
GroRgruppen der Asche beinhaltet. Doch auch kleinskalige genetische Variabilitaten
sollten in dieser Studie exemplarisch untersucht werden, um z.B. den Effekt von
FlieRgewasserbarrieren (Wehre, Wasserkraftanlagen, usw.) auf die
Durchwanderbarkeit fiir die Asche und somit die Vernetzung von Teilpopulationen zu
beurteilen. Zu diesem Zweck wurden aus einigen Gewasser (Lippe/Alme, Rur,
Werrasystem, Wupper, Muldesystem) mehrere Herkinfte analysiert, die eine

raumliche Trennung von 10-70 km Gewasserfliel3strecke aufwiesen.

Von den insgesamt 1169 Gewebs- und Abstrichproben konnte aus 1083 Proben
erfolgreich DNA gewonnen und fur die weiteren genetischen Analysen verwendet

werden. Damit wurde die ZielgroRe von 900 genetisch zu analysierenden Individuen
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sogar Uberschritten. Von 1083 Proben, die aus 36 verschiedenen Herklnften stammen,
konnten Mikrosatelliten analysiert werden, wobei nach der ersten Analyse nur 613
Proben ein vollstandiges Marker-Set aufwiesen. AnschlieBend wurden fur die
ausgefallenen Individuen entweder komplette Multiplex-Sets wiederholt analysiert
oder in den vorwiegenden Einzel-Loci Ausfallen sog. Simplex-PCRs durchgefuhrt.
Dadurch konnte fur insgesamt 1010 Individuen aus 34 Herkiinften ein vollstandiges
Mikrosatelliten-Markerset von 12 Loci erstellt werden. Dabei wurden in 27 Herkunften
>30 Individuen und in 7 Herkunften 12-29 Individuen genotypisiert. Hinsichtlich der
RFLP-Analyse der mitochondrialen ND1- & ND5/6-Region konnten insgesamt 374
Individuen aus 36 Herkunften haplotypisiert werden, wobei 33 Herkinften mit >10

Individuen und 3 HerkuUnften mit 4 bis 7 Individuen eingingen.

Die Aufklarung der Besatzsituation in den jeweiligen Herkinften erwies sich als
schwierig. Die Bewirtschafter und Fischereiberechtigten wurden im Zuge der Einholung
der Befischungserlaubnis dazu befragt, doch bereits hier zeigte sich, dass zwar die
aktuelle Besatzsituation dargestellt werden kann, jedoch die Informationen der
vergangenen Jahre oder gar Jahrzehnte in vielen Fallen nicht genau bekannt sind. Oft
sind die darin beteiligten Personen nicht mehr greifbar oder es existieren keine
Aufzeichnungen Uber Besatzaktionen mehr. Aul3erdem ist die Aussagekraft einzelner
Besatzaktionen fur die in einigen Fallen deutlich ber 100 km langen FlUsse als kritisch
zu betrachten, wenn man bedenkt, dass viele der Gewdsser in wenige km lange
fischereilich genutzte Abschnitte geteilt und verpachtet sind. Das hatte in den meisten
Fallen die Befragung dutzender potentieller Besatz-Akteure im Einzugsgebiet einer
Herkunft notig gemacht, was im Rahmen dieser Studie nicht moglich war. Deshalb
wurden Aussagen, die nachvollziehbar, glaubwurdig und reprasentativ fur das
jeweilige Gewasser waren, in die Herkunftsbeschreibung mit aufgenommen;
wohingegen bei unklarer Datenlage die Besatzsituation als ,unbekannt’ eingestuft

wurde.
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APPENDIX

Appendix 1: Ergebnisse der genetischen Analysen auf Basis der mitochondrialen ND1- und ND5/6-Region und Mikrosatelliten. Dargestellt ist die Anzahl der haplotypisierten
Individuen (DNA~:N), die Haplotyp-Diversitat (Hd), die Anzahl der Privaten Haplotypen (PH N), die mittlere Heterozygotie pro Restriktionsschnittstelle (Tireip), die Anzahl der Individuen
mit erfolgreicher Mikrosatelliten-Analyse (MS N), die maximale Allelzahl pro Mikrosatellit (Amax pro MS), die durchschnittliche Allelzahl (g A), die Anzahl Privater Allele (PA N), der
beobachtete (Ho) und erwartete Heterozygotiegrad (Hec), die niedrigste (Fst min) und hdchste genet. Differenzierung (Fsr max), der Inzuchtkoeffizient (Fis), der Populationscode in der
AGRDEU-Datenbank sowie Informationen zum Besatz in der jeweiligen Population: A=aktueller Besatz, V=Besatz in Vergangenheit, N=kein Besatz, U=Besatzsituation konnte nicht
eindeutig geklart werden.

Amax

Population DNAm: N Hg Triip PHN  MSN pro MS A PAN AR Ho Hec Fis Fsr min Fsrmax AGRDEU Code Besatz
Ammer 13 0,5000 0,0078 0 30 11 3,75 2 312 034 033 -0030 00313 0,6279 THY-001 A
Inn 10 0,8000 10,0163 0 30 12 517 5 378 033 038 0,132 0,0313 0,5933 THY-002 A
Isar 12 0,7121  0,0992 0 33 14 5,58 1 424 053 050 -0060 0,1512 0,4860 THY-003 \Y
Floeha 10 0,0000 0,0000 0 35 4 2,67 0 237 032 035 0,086 0,2600 0,5580 THY-004 \Y
Gera 11 0,6182 0,0105 0 32 8 3,50 0 302 035 034 -0029 01149 0,5098 THY-005 A
Gerdau 10 0,0000 0,0000 1 34 4 1,67 0 1,56 024 020 -0,200 0,3427 0,6536 THY-006 N
llm 11 0,1818 0,0026 0 19 7 3,50 0 3,14 043 043 0,000 0,0585 0,5180 THY-007 A
Pressnitz 10 0,0000 0,0000 0 31 6 2,92 0 256 039 036 -0083 00289 0,5234 THY-008 A
Schwarzwasser 10 0,0000 0,0000 0 30 6 3,25 2 285 037 036 -0,028 0,0881 0,5002 THY-009 A
Selke 11 0,3273 0,0378 1 39 7 3,75 3 291 031 034 0,088 0,2454 0,5812 THY-010 \Y
Zschopau 10 0,2000 0,0029 1 30 5 2,50 0 237 034 035 0,029 0,0289 0,5258 THY-011 A
Rur1 10 0,5556 0,0080 0 31 8 3,75 0 318 033 035 0,057 0,0360 0,5741 THY-012 N
Rur2 10 0,5556 0,0080 0 14 5 2,33 0 228 032 030 -0,067 0,0360 0,6499 THY-013 N
Ahr 10 0,4667 0,0202 1 30 7 2,50 1 205 027 024 -0125 0,2099 0,6536 THY-014 N
Alme 15 0,1333 10,0218 0 36 7 3,00 0 241 026 025 -0,040 0,0019 0,6352 THY-015 A
Erf 7 0,0000 0,0000 0 THY-016 A
Frankische Saale 6 0,5333 0,0872 1 THY-017 A
Hoenne 11 0,0000 0,0000 0 31 9 3,42 2 274 031 033 0,061 0,0410 0,6179 THY-018 u
Lahn 13 0,2821 0,0651 0 33 7 4,08 0 333 029 038 0237 0,0882 0,5164 THY-019 A
Lenne 10 0,2000 0,0356 0 27 5 2,83 0 264 041 038 -0,079 0,1476 0,5528 THY-020 \Y
Lippe 11 0,3273 0,0535 0 25 6 2,75 1 242 027 027 0,000 0,0019 0,6415 THY-021 u
Radolfz. Aach 4 0,5000 0,1010 0 12 5 2,42 0 242 042 033 -0273 01512 0,6248 THY-022 u
Sinn 10 0,6444 0,0462 1 30 11 3,83 0 339 037 041 0,098 0,0874 0,4822 THY-023 \Y
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Population DNAm: N Ha Trrp PHN  MSN pr"o;mla\;ls A PAN AR Ho Hec Fis Fsr min Fstmax AGRDEU Code Besatz
Wupper1 10 0,0000 0,0000 0 25 7 2,75 0 251 032 031 -0032 00547 0,6345 THY-024 u
Wupper2 10 0,5333 0,0256 1 28 8 3,17 1 287 034 033 -0030 00410 0,6004 THY-025 u
Bega 10 0,0000 0,0000 0 31 7 3,25 0 302 043 043 0,000 0,1125 0,4895 THY-026 \Y
Diemel 10 0,3556 0,0821 0 30 7 3,83 1 3,14 040 042 0,048 0,0825 0,4964 THY-027 A
Emmer 12 0,667 0,0313 1 32 9 4,25 3 342 042 042 0,000 0,1599 0,5272 THY-028 A
Felda 11 0,3273 0,0047 0 36 7 3,25 0 284 039 040 0,025 0,1124 0,5307 THY-029 u
Fulda 11 0,3273 0,0488 0 30 9 3,75 0 327 043 043 0,000 0,0931 0,4818 THY-030 \Y
lIme 11 0,0000 0,0000 0 30 8 4,08 1 329 043 041 -0049 0,1018 0,4972 THY-031 N
Leine 11 0,1818 0,0446 0 30 9 3,92 4 336 033 040 0,175 0,1067 0,4903 THY-032 N
Nesse/Hoersel 11 0,1818 0,0026 1 32 7 3,75 2 344 045 048 0,062 0,1383 0,4791 THY-033 u
Oertze 10 0,0000 0,0000 0 31 8 3,58 0 320 047 044 -0068 0,0825 0,4914 THY-034 \Y
Werral 11 0,1818 0,0052 0 31 6 3,25 1 280 036 040 0,700 0,0176 0,5501 THY-035 u
Werra2 11 0,0000 0,0000 0 32 6 3,50 1 286 031 037 0,162 0,0176 0,5654 THY-036 U
Summe (N) 374 9 1010 31

Mittelwert 0,2720 0,0241 7,41 340 091 291 036 037 0,043 0,0971 0,5547

CV% 88,3 125,22 29,3 225 1392 176 181 17,7 2626 79,5 10,7



xipuaddy | 06

Appendix 2: Auflistung der paarweisen Fsr-Werte zwischen den Aschenpopulationen basierend auf Mikrosatelliten-Daten. Die minimale Fsr-Werte sind rot markiert, die maximalen

blau. Nicht-signifikante Werte sind fett dargestellt, wobei die einzige nicht-signifikante Differenzierung zwischen Alme und Lippe gefunden wurde.

POP Ammer  Inn Isar  FIbha Gera Gerdau Ilm  PreRnitz Schwarzw. Selke Zschopau Rurl Rur2 Ahr  Alme Honne Lahn
Ammer 0,0313 0,2206 0,5580 0,5098 0,6279 0,4611 0,5234 0,5002 055812 05258 0,4886 0,5247 0,5463 0,5327 0,5265 0,5164
Inn 0,0313 0,1883 0,5288 0,4806 0,5933 0,4371 0,4924 0,4701 05613 04940 04581 0,4874 0,5050 0,5019 0,4988 0,4866
Isar 0,2206 0,1883 0,4025 0,3595 0,4860 0,3398 0,3649 0,3388 04256 0,3615 0,2455 0,2755 0,2099 0,2676 0,2754 0,3667
Floha 0,5580 0,5283 0,4025 03744 0,4758 0,3676 0,2839 03145 04001 02769 0,3981 04417 0,5147 0,4624 0,3987 0,3463
Gera 0,5098 0,4806 0,3595 0,3744 0,3853 0,1149 0,1348 0,1475 02777 0,1492 0,3902 0,4479 0,5026 0,4601 0,4177 0,1880
Gerdau 0,6279 0,5933 0,4860 0,4758 0,3853 0,3860 0,3957 04289 05139 04010 0,5741 0,6499 0,6536 0,6352 0,6179 0,3690
lIm 04611 04371 03398 03676 0,1149 0,3860 0,2455 0,2337 0,3033 0,2603 0,4046 0,4464 0,5180 0,4608 0,4251 0,1538
Prelnitz 0,5234 0,4924 03649 0,2839 0,1348 0,3957 0,2455 0,0881 03265 0,0289 0,3522 0,4234 0,4988 0,4203 0,4001 0,2552
Schwarzw. 0,5002 0,4701 0,3388 0,3145 0,1475 0,4289 0,2337 0,0881 0,3451 10,1385 0,3091 0,3759 0,4673 0,3833 0,3556 0,2434
Selke 0,5812 0,5613 0,4256 0,4001 0,2777 05139 0,3033 0,3265 0,3451 0,2978 0,4666 0,4987 0,5352 0,5191 0,4660 0,3212
Zschopau 0,5258 0,4940 03615 0,2769 0,1492 0,4010 0,2603 0,0289 0,1385  0,2978 0,3361 0,4002 0,4908 0,4219 0,3765 0,2681
Rur1 04886 0,4581 0,2455 0,3981 0,3902 0,5741 0,4046 0,3522 0,3091 04666 0,3361 0,0360 0,3159 0,2301 0,1323 0,4111
Rur2 0,5247 0,4874 0,2755 0,4417 0,4479 0,6499 0,4464 0,4234 0,3759 04987 0,4002 0,0360 0,4001 0,2915 0,1669 0,4468
Ahr 0,5463 0,5050 0,2099 0,5147 0,5026 0,6536 0,5180 0,4988 04673 05352 04908 0,3159 0,4001 0,3523 0,3462 0,5035
Alme 0,5327 0,5019 0,2676 0,4624 0,4601 0,6352 0,4608 0,4203 03833 05191 04219 0,2301 0,2915 0,3523 0,1654 0,4515
Honne 0,5265 0,4988 0,2754 0,3987 0,4177 06179 0,4251 0,4001 03556  0,4660 0,3765 0,1323 0,1669 0,3462 0,1654 0,4457
Lahn 0,5164 0,4866 0,3667 0,3463 0,1880 0,3690 0,1538 0,2552 0,2434 03212 0,2681 04111 0,4468 0,5035 0,4515 0,4457

Lenne 04735 0,4424 0,2420 0,3916 0,3209 0,5528 0,3548 0,3298 0,2894 04300 03015 0,1476 0,1497 0,3561 0,2136 0,1649 0,3579
Lippe 0,5215 10,4883 0,2503 0,4520 0,4563 0,6415 04491 0,4214 03785 05132 04237 0,2480 0,3076 0,3605 0,0019 0,1770 0,4403
Radolfz.Aach  0,4952 0,4581 0,1512 0,4448 0,4266 0,6248 0,4093 0,4334 03973 04491 04253 0,2398 0,2974 0,2265 0,2236 0,2079 0,4227
Sinn 04394 0,4053 0,1923 0,3529 0,2927 0,4822 0,2861 0,2935 0,2605 0,3710 0,2843 0,1895 0,2481 0,2186 0,2061 0,1763 0,2900
Wupper1 04818 0,4587 0,2313 04199 04453 0,6345 04338 0,4200 03666 04765 04122 0,634 0,1952 0,3321 0,2173 0,0969 0,4515
Wupper2 0,4728 0,4444 0,2095 0,3918 0,4004 0,6004 0,4076 0,3822 03270 04525 03679 0,1480 0,1825 0,2667 0,1752 0,0410 0,4275
Bega 04895 04611 03142 0,3858 0,2267 0,4294 0,1960 0,2875 0,2346 03103 0,2770 0,3616 0,3918 0,4451 0,4080 0,3930 0,1186
Diemel 04854 0,4630 03441 0,3613 0,1458 04125 0,1137 0,2369 02013  0,2914 0,2449 0,3840 0,4231 0,4964 04141 0,3974 0,0882
Emmer 0,4830 0,4696 0,3689 0,3604 0,2790 0,3997 0,2102 0,3229 0,2702 03848 0,3270 0,4345 0,4638 0,5272 0,4585 0,4470 0,2001
Felda 0,5003 0,4778 03735 03748 0,1766 0,4179 0,1355 0,2308 02382 03714 02590 0,4144 0,4536 0,5307 0,4582 0,4447 0,1457
Fulda 0,4818 0,4532 0,3054 0,2696 0,1965 0,3511 0,1484 0,2222 0,1780 0,3109 0,2290 0,3149 0,3554 0,4117 0,3631 0,3415 0,0931
llme 0,4972 0,4708 0,3486 0,2600 0,2278 0,3696 0,1784 0,2409 0,2186 0,3361 0,2672 0,3933 0,4304 0,4924 0,4318 0,4178 0,1026
Leine 04903 0,4601 0,3353 0,2816 0,1474 03692 0,1067 0,2383 0,2548 03040 0,2430 0,3804 0,4180 0,4704 0,4451 0,3985 0,1241
Nesse/Horsel 0,3912 0,3676 0,2995 0,3441 0,1987 0,3427 0,1611 0,1908 0,21179  0,3559 0,2243 0,3752 0,4130 0,4791 0,4226 0,4179 0,1829
Ortze 0,4817 0,4605 0,3438 0,3298 0,1873 0,3808 0,1339 0,2212 0,1702  0,2454 0,2363 0,3909 04211 0,4914 0,4305 0,4004 0,1315
Werra1 0,5141 0,4897 03963 0,3726 0,1513 0,4003 0,0585 0,2795 02828 03375 0,2924 0,4503 0,4919 0,5501 0,5127 0,4738 0,1876

Werra2 0,5380 0,5137 0,4158 0,3876 0,1575 0,4049 0,0726 0,2907 0,2847  0,3447 0,2992 04693 0,5173 0,5654 0,5319 0,4867 0,2285
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POP
Ammer
Inn

Isar

Floha
Gera
Gerdau
IIm
PreRnitz
Schwarzw.
Selke
Zschopau
Rur1

Rur2

Ahr

Alme
Honne
Lahn
Lenne
Lippe
Radolfz.Aach
Sinn
Wupper1
Wupper2
Bega
Diemel
Emmer
Felda
Fulda
lIme
Leine
Nesse/Horsel
Ortze
Werral
Werra2

Lenne
0,4735
0,4424
0,2420
0,3916
0,3209
0,5528
0,3548
0,3298
0,2894
0,4300
0,3015
0,1476
0,1497
0,3561
0,2136
0,1649
0,3579

0,2177
0,2425
0,1824
0,2387
0,1853
0,2986
0,3152
0,3884
0,3529
0,2714
0,3574
0,3291
0,3263
0,3362
0,4041
0,4294

Lippe Radolfz.Aach

0,5215
0,4888
0,2503
0,4520
0,4563
0,6415
0,4491
04214
0,3785
0,5132
0,4237
0,2480
0,3076
0,3605
0,0019
0,1770
0,4403
0,2177

0,2162
0,2122
0,2185
0,1771
0,3922
0,3992
0,4330
0,4514
0,3540
0,4167
0,4338
0,4139
0,4142
0,5045
0,5254

0,4952
04581
0,1512
0,4448
04266
0,6248
0,4093
04334
0,3973
0,4491
0,4253
0,2398
0,2974
0,2265
02236
0,2079
0,4227
0,2425
0,2162

0,1910
0,2296
0,1805
0,3576
0,3867
0,4177
0,4352
0,3295
0,3913
0,3843
0,3910
0,3804
0,4692
0,4885

Sinn
0,4394
0,4053
0,1923
0,3529
0,2927
0,4822
0,2861
0,2935
0,2605
0,3710
0,2843
0,1895
0,2481
0,2186
0,2061
0,1763
0,2900
0,1824
0,2122
0,1910

0,2306
0,1375
0,2574
0,2743
0,3396
0,3343
0,1635
0,2903
0,2719
0,2968
0,2805
0,3410
0,3551

Wupper1 Wupper2 Bega

04818
0,4587
0,2313
0,4199
0,4453
0,6345
0,4338
0,4200
0,3666
0,4765
0,4122
0,1634
0,1952
0,3321
0,2173
0,0969
0,4515
0,2387
0,2185
0,2296
0,2306

0,0547
0,3931
0,4084
0,4582
0,4480
0,3653
0,4198
0,4113
0,4147
0,4069
0,4844
0,5048

0,4728
0,4444
0,2095
03918
0,4004
0,6004
0,4076
0,3822
0,3270
0,4525
0,3679
0,1480
0,1825
0,2667
0,1752
0,0410
0,4275
0,1853
0,1771
0,1805
0,1375
0,0547

0,3603
0,3876
0,4244
0,4284
0,3188
0,3943
0,3826
0,3921
0,3793
0,4566
0,4694

0,4895
0,4611
0,3142
0,3858
0,2267
0,4294
0,1960
0,2875
0,2346
0,3103
0,2770
0,3616
0,3918
0,4451
0,4080
0,3930
0,1186
0,2986
0,3922
0,3576
0,2574
0,3931
0,3603

0,1199
0,2153
0,1920
0,1125
0,1744
0,2023
0,1931
0,1499
0,2643
0,2860

Diemel
0,4854
0,4630
0,3441
0,3613
0,1458
0,4125
0,1137
0,2369
0,2013
0,2914
0,2449
0,3840
0,4231
0,4964
0,4141
0,3974
0,0882
0,3152
0,3992
0,3867
0,2743
0,4084
0,3876
0,1199

0,1838
0,1124
0,1153
0,1608
0,1427
0,1909
0,0825
0,1969
0,2231

Emmer
0,4880
0,4696
0,3689
0,3604
0,2790
0,3997
0,2102
0,3229
0,2702
0,3848
0,3270
0,4345
0,4638
0,5272
0,4585
0,4470
0,2001

0,3884
0,4330
0,4177
0,3396
0,4582
0,4244
0,2153
0,1838

0,2260
0,1767
0,1599
0,2341
0,2383
0,1922
0,2579
0,2563

Felda
0,5003
0,4778
0,3735
0,3748
0,1766
0,4179
0,1355
0,2308
0,2382
0,3714
0,2590
0,4144
0,4536
0,5307
0,4582
0,4447
0,1457
0,3529
0,4514
0,4352
0,3343
0,4480
0,4284
0,1920
0,1124
0,2260

0,1839
0,1583
0,1563
0,1383
0,1643
0,1455
0,2008

Fulda
0,4818
0,4532
0,3054
0,2696
0,1965
0,3511
0,1484
0,2222
0,1780
0,3109
0,2290
0,3149
0,3554
04117
0,3631
0,3415
0,0931
0,2714
0,3540
0,3295
0,1635
0,3653
0,3188
0,1125
0,1153
0,1767
0,1839

0,1018
0,1306
0,1875
0,1334
0,1877
0,2065

IIme
0,4972
0,4708
0,3486
0,2600
0,2278
0,3696
0,1784
0,2409
0,2186
0,3361
0,2672
0,3933
0,4304
0,4924
0,4318
0,4178
0,1026
0,3574
0,4167
0,3913
0,2903
0,4198
0,3943
0,1744
0,1608
0,1599
0,1583
0,1018

0,1245
0,1886
0,1527
0,1672
0,1994

Leine
0,4903
0,4601
0,3353
0,2816
0,1474
0,3692
0,1067
0,2383
0,2548
0,3040
0,2430
0,3804
0,4180
0,4704
0,4451
0,3985
0,1241
0,3291
0,4338
0,3843
0,2719
0,4113
0,3826
0,2023
0,1427
0,2341
0,1563
0,1306
0,1245

0,2069
0,1731
0,1076
0,1355

Nesse/Horsel
0,3912
0,3676
0,2995
0,3441
0,1987
0,3427
0,1611
0,1908
0,2119
0,3559
0,2243
0,3752
0,4130
0,4791
0,4226
0,4179
0,1829
0,3263
0,4139
0,3910
0,2968
0,4147
0,3921
0,1931
0,1909
0,2383
0,1383
0,1875
0,1886
0,2069

0,1811
0,2206
0,2562

Ortze
0,4817
0,4605
0,3438
0,3298
0,1873
0,3808
0,1339
0,2212
0,1702
0,2454
0,2363
0,3909
0,4211
0,4914
0,4305
0,4004
0,1315
0,3362
0,4142
0,3804
0,2805
0,4069
0,3793
0,1499
0,0825
0,1922
0,1643
0,1334
0,1527
0,1731
0,1811

0,2051
0,2221

Werral
0,5141
0,4897
0,3963
0,3726
0,1513
0,4003
0,0585
0,2795
0,2828
0,3375
0,2924
0,4503
0,4919
0,5501
0,5127
0,4738
0,1876
0,4041
0,5045
0,4692
0,3410
0,4844
0,4566
0,2643
0,1969
0,2579
0,1455
0,1877
0,1672
0,1076
0,2206
0,2051

0,0176

Werra2
0,5380
0,5137
0,4158
0,3876
0,1575
0,4049
0,0726
0,2907
0,2847
0,3447
0,2992
0,4693
0,5173
0,5654
0,5319
0,4867
0,2285
0,4294
0,5254
0,4885
0,3551

0,5048
0,4694
0,2860
0,2231

0,2563
0,2008
0,2065
0,1994
0,1355
0,2562
0,2221

0,0176
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Appendix 3: Korrelation zwischen den mtDNA und Mikrosatelliten Daten. (A)
Haplotypendiversitat vs. erwarteter Heterozygotie (B) Korrelation der genetischen
Differenzierungen Uber Fst-Werte.
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