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Abstract

Genetic analysis of lake chub (Rutilus frisii meidingeri, Heckel) from Wolfgangsee
and Attersee using molecular markers

The genetic relationship between two lake chub (Rutilus frisii meidingeri, Heckel) popu-
lations from Wolfgangsee and from Attersee (both in Austria) was estimated using mole-
cular genetic methods. The RAPD-technique (random amplified polymorphic DNA)
applied to 11 and 15 animals, respectively, revealed two bands showing significantly dif-
ferent frequencies within the tow lake chub populations. Techniques like RAMPO (ran-
dom amplified microsatellite polymorphism), analysis of a part of the growth hormone
gene by SSCP (single strand conformation polymorphism) or sequence analysis of a part
of the cytochrome b gene did not detect any differences between the lake chub popula-
tions from Wolfgangsee and Attersee.

Zusammenfassung

Elf Perlfische aus dem Wolfgangsee und 15 Perlfische aus dem Attersee wurden mit mole-
kulargenetischen Markern auf genetische Unterschiede untersucht. Mit der RAPD-Technik
(random amplified polymorphic DNA) wurden zwei Banden gefunden, die signifikant unter-
schiedlich héufig in den untersuchten Populationen auftraten. Mit weiteren molekulargene-
tischen Methoden wie RAMPO (random amplified microsatellite polymorphism), SSCP-Ana-
lyse eines Teiles des Wachstumshormongenes und Sequenzierung von Teilstiicken des Cyto-
chrom b-Genes, konnten keine zusétzlichen Unterschiede zwischen den Perlfischen aus Wolf-
gang- und Attersee gefunden werden.

Einleitung

Der Perlfisch (Rutilus frisii meidingeri, Heckel) lebt in einigen Seen des Alpengebietes
(Chiem-, Traun-, Atter-, Mond- und Wolfgangsee) und laicht in deren Zufliissen ab. Die be-
stehenden Perlfischbestinde sind in ihrer Existenz bedroht. Die einzige deutsche Perlfisch-
population war im Chiemsee heimisch. Jedoch gingen in den letzten 15 Jahren die Fiange
zuriick. Mittlerweile gilt die Perlfischpopulation des Chiemsees als verschollen oder ausge-
storben.

Da die ortlichen Fischer, der Fischereiverband Oberbayern und der Bezirk Oberbayern an einem
Fortbestand dieser Art im Chiemsee interessiert waren, wurde an eine Wiedereinbiirgerung von
Perlfischen aus dem Osterreichischen Attersee gedacht. Deshalb wurde beschlossen, 1995 Perl-
fische aus dem Osterreichischen Attersee in den Chiemsee einzusetzen. Kritiker dieses Vor-
habens befiirchteten, daf3 sich die Attersee-Perlfische genetisch von den urspriinglichen Chiem-
see-Perlfischen unterscheiden wiirden. So wire es moglich, daf} Fische aus dem Attersee nicht
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liber die genetische Information verfiigen, um sich in der speziellen Umgebung des Chiem-
sees zurechtzufinden. Sie hitten dann eine geringere Uberlebenserwartung im Chiemsee, und
somit wire die aufwendige Wiederansiedelung nicht sinnvoll. Um eine Antwort auf die Frage
der genetischen Distanz der Perlfischpopulationen zu erlangen, wurden 15 Perlfische aus dem
Attersee fiir wissenschaftliche Untersuchungen freigegeben. Weitere 11 Perlfische aus dem
nahegelegenen Wolfgangsee wurden gesammelt. Beide Stichproben wurden mit verschiede-
nen molekulargenetischen Methoden untersucht, um die Populationsstruktur der Perlfische zu
erforschen. Interessant wire ein Vergleich der Ergebnisse der dsterreichischen Perlfische aus
Atter- und Wolfgangsee mit Proben von urspriinglichen Chiemsee-Perlfischen gewesen, doch
standen keine Perlfische und auch keine Uberreste wie Schuppenproben oder dhnliches zur
Verfiigung.

Zunidchst war nur an eine Untersuchung mit der RAPD-Technik (Random Amplified Poly-
morphic DNA) gedacht. Da aber Perlfische sonst nicht fiir Untersuchungen zur Verfiigung
stehen, wurden spiter weitere Techniken verwendet, um soviel Informationen wie moglich
durch das Probenmaterial zu gewinnen.

RAPD (random amplified polymorphic DNA, Williams et al., 1990) ist eine auf der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) basierende schnelle und sensitive Fingerprinting-Technik. Mit RAPD
ist es moglich, Mutationen, Deletionen oder Insertionen an vielen Orten im Genom nachzu-
weisen. Dazu werden mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mehrere DNA-Fragmente
amplifiziert und auf einem Agarosegel ihrer Grof3e entsprechend aufgetrennt. Anhand der ent-
standenen Bandenmuster konnen genetische Polymorphismen aufgrund der Anwesenheit oder
Nichtanwesenheit von Banden nachgewiesen werden. Der Vorteil dieser Technik liegt in dem
Potential, eine Untersuchung schnell und ohne Sequenzinformationen durchfiihren zu kénnen.
Ein Problem der Methode ist, daf} die Reaktion von vielen Faktoren beeinflu3t werden kann
und deshalb die Reaktionsbedingungen standardisiert werden miissen.

Eine Variante von RAPD stellt RAMPO (random amplified microsatellite polymorphism,
Richardson et al., 1995) dar. Mit RAMPO konnen von einem schon mit RAPD untersuchten
Primerset weitere Polymorphismen dargestellt werden, indem die Bandenmuster aus dem
Agarosegel auf eine Membrane {ibertragen und anschliefend mit einer Sonde fiir eine repeti-
tive Sequenz hybridisiert werden. Durch die parallele Verwendung von RAPD- und RAMPO-
Markern kénnen bei geringem finanziellen und zeitlichen Aufwand viele Fingerprints erzeugt
werden.

Tab. 1: Sequenzen der verwendeten RAPD-Primer

Name 5 3 Name 5 3
F5 GGGAGATCAAGCCTTA RAPD21 ACCTGCAGCG
F6 GGGAGATCAAGCCTTT RAPD22 CTCGCTGCAG
F9 CATCTCTGGTAACATT RAPD31 AACCCGGGTC
F10 CATCTCTGGTAACATG RAPD32 ATATCCCGGG
F11 ACCCAAAGTCAAATT RAPD33 ACGTCTCGAG
Fl2 ACCCAAAGTCAAATG RAPD34 GGGCTCTAGA
RAPD1L ACGGTACACT RAPD35 AGCAGGAGCT
RAPD2 ACGGTCCACG RAPD36 ACCGCTGCAT
RAPD16 TCGGAAGCCG RAPD37 GCATTGGCCA
RAPD17 ACGTGGCACG RAPD38 CGGAATTCCC
RAPD18 CGATATCGGG RAPD39 GGCCGAATTC
RAPD19 ACGGATCCCG RAPD40 ACGGAATTCC

RAPD20 GTGCGGATCC
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Mit der SSCP-Analyse (Orita et al., 1989) ist es mdoglich, ein definiertes DNA-Fragment auf
Polymorphismen zu untersuchen. Voraussetzung dafiir ist, daf} die Information zur Konstruk-
tion von Primern fiir die Amplifikation des DNA-Fragmentes mit der Polymerase-Ketten-
reaktion vorhanden ist. Mit der SSCP-Analyse konnen, wenn das System optimal konfiguriert
ist, Unterschiede von nur einer Base (Punktmutation, Nielsen et al., 1995) in der Basensequenz
zweier DNA-Fragmente detektiert werden.

Die SSCP-Analyse wird an Genauigkeit nur von der Sequenzierung iibertroffen. Jedoch besteht
bei der Sequenzierung das Problem, daf} diese Technik sehr teuer und zeitaufwendig ist (Ward
und Grewe, 1994).

Material und Methoden
Perlfische

Muskelgewebeproben von 15 Perlfischen aus dem Attersee und elf Perlfischen aus dem Wolf-
gangsee wurden vom Institut fiir Gewésserokologie, Fischereibiologie und Seenkunde, Scharf-
ling, zur Verfiigung gestellt.

DNA-Préparation

Die DNA wurde nach einem leicht abgewandelten Protokoll nach Sambrook et al. (1989) aus
Muskelgewebe pripariert. Abweichend von Sambrook et al. (1989) wurden die Proben vor
dem Proteinase K-Verdau fiir 15 Minuten auf 95° C erhitzt.

Die DNA-Analyse wurde mit Hilfe mehrerer Techniken durchgefiihrt, dem sogenannten RAPD-
Fingerprinting, dem stirker auflésenden RAMPO Fingerprinting, mit Hilfe von SSCP und
schlieBlich der Sequenzanalyse (siehe Einleitung). Eine detaillierte Methodenbeschreibung
findet sich bei Fuchs et al. (1998).

Ergebnisse

Bei der Untersuchung der Perlfische mit 25 RAPD-Primern konnten mit neun Primern beim
Perlfisch keine PCR-Produkte erzeugt werden. Die Bandenmuster der Amplifikate von weite-
ren neun Primern waren bei allen untersuchten Fischen identisch. Polymorphe Banden traten
nur bei sieben Primern auf. Darunter waren zwei Banden, die signifikant unterschiedlich hau-
fig nur in den Perlfischpopulationen von Atter- und Wolfgangsee vorkamen. Bande 21/600
(21/600 bedeutet, daBl eine Bande von etwa 600 Basenpaaren Linge mit dem Primer RAPD21
amplifiziert wurde, Abbildung 1) kam bei 91% der Perlfische aus dem Wolfgangsee und bei

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

4 21/600

4 267 bp

Abb. 1: RAPD-Fingerprintmuster von Perlfischen mit dem Primer RAPD21. Die Bande 21/600 ist markiert.
1: PCR ohne DNA-Template, 2: DNA-Langenabstand pBR322 Haelll, 3-6: Perlfische aus dem Attersee,
7-10: Perlfische aus dem Wolfgangsee, 11 DNA-Langenstandard pBR328 Hinfl.
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— 587 bp

4— F5/400

Abb. 2: RAPD-Fingerprints von Perlfischen mit dem Primer F5. Die Bande F5/400 ist markiert. 1,12: DNA-
Langenstandard pBR322 Haelll, 2-6: Perlfische aus dem Attersee, 7-11: Perlfische aus dem Wolfgangsee

58% der Perlfische aus dem Attersee vor (p<5%). Die Bande F5/400 (Abbildung 2) zeigt Hel-
ligkeitsunterschiede, was auf unterschiedliche Fragmentmengen bei gleicher Linge hindeutet.
Mit dem Primer F5 konnten sehr viele Fragmente amplifiziert werden. 80% der Attersee-
Perlfische wiesen eine besonders helle Bande von etwa 400 Basenpaaren Lénge auf. Bei den
Fischen aus dem Wolfgangsee herrschte die weniger helle Variante vor (zehn von elf Fischen).
An diesem Locus unterscheiden sich die beiden Populationen mit einer Fehlerwahrschein-
lichkeit von 0,1%.

Mit der RAMPO-Technik konnten keine weiteren Polymorphismen beim Perlfisch gefunden
werden. Die meisten RAMPO-Banden lie3en sich von einer starken RAPD-Bande ableiten.
Mit der SSCP-Methode wurden die mit den Primern CC1 und CC2 erzeugten DNA-Fragmente
auf Polymorphismen untersucht. Die Primer CC1 und CC2 amplifizierten ein PCR-Produkt,
das das Intron I'V sowie Teile der Exons IV und V des Wachstumshormongenes des Perlfisches
enthilt. Die SSCP-Muster aller untersuchten Perlfische waren identisch.

Mit den Primern H15149 und L14841 nach Kocher et al. (1989) konnten PCR-Produkte aus
dem Cytochrom b-Gen der Perlfische amplifiziert werden. Die PCR-Produkte von je fiinf
Fischen aus dem Attersee und fiinf aus dem Wolfgangsee wurden mit einem ABI 373 A Auto-
matic DNA Sequencer direkt sequenziert. Es konnten keine Sequenzunterschiede festgestellt
werden. An einigen Stellen war bei manchen Fischen die genaue Sequenz einer Base vom
Sequenzierautomaten nicht zu ermitteln. An solchen Positionen wurde mit Hilfe von Restrik-
tionsenzymen zusdtzlich iiberpriift, ob an dieser Stelle mehrere Sequenzvarianten vorliegen.
Es konnte in keinem Fall ein Polymorphismus nachgewiesen werden.

Da nicht alle zur Verfiigung stehenden Perlfische sequenziert werden konnten und dadurch
noch die Moglichkeit bestand, daf die nichtsequenzierten Fische Triger von anderen Varian-
ten am untersuchten Locus wiren, wurden die PCR-Produkte der Primer H15149 und L1484 1
aller Perlfische mit der SSCP-Technik analysiert. Alle Perlfische zeigten das gleiche SSCP-
Bandenmuster. Aufgrund dieser Ergebnisse gilt die in Abbildung 3 angegebene Sequenz fiir
das Teilstiick des Cytochrom b-Genes.

60




1 CTACTAGGAT TATGTTTAAT TACCCAAATC CTAACAGGAT TATTCTTAGC TATGCAC-
TAT

61 ACCTCTGACA TCTCAACCGC ATTTTCATCA GTAACCCATA TTTGCCGAGA CGTCAAC-
TAT

121 GGCTGGCTTA TCCGAAACCT GCACGCTAAT GGGGCATCCT TCTTCTTCAT CTGTCTT-
TAT

181 ATACATATCG CACGAGGCCT ATACTACGGA TCATACCTTT ATAAAGAAAC CTGAAA-
CATT

Diskussion

Nur mit der RAPD-Technik konnten Polymorphismen beim Perlfisch aufgezeigt werden.
Weder die Sequenzierung eines Teilstiickes des Cytochrom b-Genes, noch die SSCP-Analyse
des Intron I'V des Wachstumshormongenes zeigten Polymorphismen auf. Bei Untersuchungen
von Lauben (Alburnus alburnus, L.) und Brachsen (Abramis brama, L.) verschiedener Ge-
wiisser wurden im identischen Teil des Cytochrom b-Genes ebenfalls keine Polymorphismen
gefunden (Fuchs et al., 1998). Jedoch liegt je ein Polymorphismus im Intron IV des Wachs-
tumshormongenes beider Arten (Schlee et al., 1996, Gross et al., 1996). Dies zeigt, daf} das
Intron IV des Wachstumshormongenes bei den Cypriniden eine hohe Mutationsrate besitzt.
Das Fehlen von Polymorphismen in diesem Abschnitt der DNA beim Perlfisch deutet eine nahe
Verwandtschaft der untersuchten Fische an. Diese These wird von der Tatsache unterstiitzt,
dall auch mit RAMPO-Fingerprints keine Polymorphismen, die die Herkiinfte unterscheiden,
gefunden werden konnten. Bei der Untersuchung des Perlfischmaterials mit der RAPD-Tech-
nik war es nur mit wenigen Primern moglich, polymorphe Bandenmuster zu erzeugen. Im Ver-
gleich zu RAPD-Analysen bei Lauben und Brachsen aus dem Main und Donaugebiet (Fuchs
etal., 1998a, Fuchs et al., 1998b) mit den gleichen Primern, erzeugten bei den Perlfischen weit
mehr Primer bei allen Fischen ein identisches Bandenmuster. Dies fiihrt zu dem Schluf3, da3
die Perlfischpopulationen von Attersee und Wolfgangsee genetisch sehr @hnlich sind. Ande-
rerseits konnen die Populationen nicht als genetisch identisch bezeichnet werden, da die gene-
tische Distanz zwischen den Perlfischpopulationen von Attersee und Wolfgangsee von null
verschieden sind. Dies begriindet sich aus den signifikanten Unterschieden der Frequenzen der
Banden 21/600 und F5/400. .

Insgesamt kann gesagt werden, daB auf Grund der ziemlich grolen Ahnlichkeit zwischen den
zwei natiirlichen Populationen der Besatz des Chiemsees aus genetischer Sicht zu vertreten
1st.
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Die Aschen (Thymallinae) der Mongolei
aus den drei verschiedenen Entwasserungsgebieten
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Abstract

The grayling species (Thymallinae) of the three different catchment areas of Mon-
golia.

In rivers ending in the drainageless central basin lives Thymallus brevirostris, in the
catchment of rivers mouthing towards the Arctic Sea lives Thymallus nigrescens, and in
rivers of the pacific drainage area the Amur grayling (Thymallus grubei) is found. In 1897
G. Littledale brought a specimen from the “south slopes of Altai mountains” to the Bri-
tish Museum, which was later described by G. Boulenger as a new genus and species
Phylogephyra altaica. An expedition carried out in summer 1998 did not verify the exist-
ence of graylings in waters at the south slope of Altai.

Das Entstehungszentrum der Aschen wird in den Bergen Siidsibiriens und in der nordlichen
Mongolei vermutet, wo die meisten Formen und Arten dieser Unterfamilie der Lachsdhnlichen
(Salmonidae) zu finden sind (Swetowidow, 1936).

Das hydrogeographische Netz der Mongolei wird in drei Richtungen entwissert: zum nord-
lichen Eismeer, zum Stillen Ozean und zum zentralasiatischen abflullosen Becken (siehe
Abb. 1). Jedes dieser Einzugsgebiete beherbergt eigene Aschenarten bzw. -unterarten.

Das Einzugsgebiet des nordlichen Polarmeeres ist die Heimat der arktischen Asche (Thymal-
lus arcticus PALLAS, 1776) (siche Abb. 2), die mit zahlreichen Unterarten iiber ganz Sibirien
und iiber die Beringstraf3e bis zur Ostkiiste Nordamerikas verbreitet ist. Die arktische Asche
unterscheidet sich von der européischen Asche (Thymallus thymallus L. 1758) vor allem durch

62



ZOBODAT - www.zobodat.at

Zoologisch-Botanische Datenbank/Zoological-Botanical Database
Digitale Literatur/Digital Literature

Zeitschrift/Journal: Osterreichs Fischerei

Jahr/Year: 1999

Band/Volume: 52

Autor(en)/Author(s): Fuchs Helmut, Schlee Peter, Rottmann Oswald, Stein Herbert

Artikel/Article: Untersuchung von Perlfischen (Rutilus frisii meidingeri, Heckel) aus
dem Wolfgangsee und dem Attersee auf genetische Unterschiede mit
molekulargenetischen Markern 57-62


https://www.zobodat.at/publikation_series.php?id=1943
https://www.zobodat.at/publikation_volumes.php?id=41847
https://www.zobodat.at/publikation_articles.php?id=223172

