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Populationsgenetische Analyse von FluBbarschpopulationen

mittels DNA-Fingerprinting

Andreas R. Wagner

Synopsis

The fragment patterns of 127 perch (Perca fluviatilis
L.} from three riverine (Mosel, Saar, Spree) and two
Jacustrine populations were analysed for their bet-
ween and within genetic differentiation with multi-
locus DNA-fingerprinting. We were able to detect sig-
nificant differences between the populations by in
their average band numbers. Between riverine and
lacustrine populations, the observed genetic differen-
ces were larger than within these two groups. This
lead to the assumption that the extent of genetic dif-
ferentiation between perch populations was influen-
ced more by habitat structure than by geographic iso-
lation.
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1. Einleitung

Der europdische FluBbarsch (Perca fluviatilis L.) ist
eine eurydke StiBwasserfischart, die mit Ausnahme
sehr schnell flieBender Gewdsser, alle Gewdéssertypen
einschlieflich der Brackwasserbereiche der Ostsee
besiedelt (CRAIG 1987). Der europdische FluBbarsch
ist von den britischen Inseln, aufer der iberischen
Halbinsel und Italien, in ganz Eurasien verbreitet.
Die genetische Variabilitdt einer Art wird auch durch
die Variabilitdit der Umwelt mitbestimmt. Es wird
deshalb allgemein angenommen, dal Habitatgenerali-
sten eine grofere genetische Variabilitdt als Habitat-
spezialisten besitzen, da erstere ein groReres Anpas-
sungspotential an verschiedene Umweltsituationen
besitzen (NEVO & al. 1984). In friiheren Unter-
suchungen zeigte sich aber beim FluBbarsch auf der
Ebene des Enzympolymorphismus, untersucht mittels
Isoenzymelektrophorese, eine geringe genetische Va-
riabilitdt (GYLLENSTEIN & al. 1985, KOTSINAS & al.
1988, BODALY 1989, WAGNER 1992).

Mit der Entwicklung neuer genetischer Marker
(sog. DNA-Sonden) ist es moglich geworden, die
genetische Variabilitdt direkt auf der DNA-Ebene zu

bestimmen (DNA-Fingerprinting). Die dabei ermittel-
te Variabilitdt ist hdufig um ein vielfaches groRer als
auf der Proteinebene. Bei Untersuchungen an FluB-
barschen aus zwei Seen (KOHLER & SEITZ 1993)
mittels DNA-multilocus Fingerprinting zeigte sich
jedoch eine sehr groBe genetische Ahnlichkeit beider
Populationen. In der nun vorliegenden Untersuchung
soll auf einer groReren geographischen Ebene und in
verschiedenen Gewdssersystemen nachgepriift wer-
den, ob diese einfache genetische Strukturierung ein
Kennzeichen der Art ist, oder ob es mdglich ist, Proben
aus unterschiedlichen Habitaten genetisch mit Hilfe
des multi-locus Fingerprintings zu differenzieren.

2. Material und Methoden

Es wurden insgesamt 127 Individuen aus finf geogra-
phisch isolierten Gebieten, zwei Seepopulationen
(Weinfelder Maar, Meerfelder Maar) und drei FluB-
populationen (Saar, Mosel, Spree), untersucht. Die
FluBbarsche wurden bei Elektrobefischungen der Ge-
wisser oder mit Stellnetzen gefangen.

Allen Individuen wurde etwa 1,5 ml Blut ent-
nommen und mit ungefdhr dem doppelten Volumen
APS (Anticoagulant Preservative Solution)-Puffer (ARC-
TANDER 1988) konserviert.

Die DNA-Extraktion erfolgte aus etwa 0,5-1,0 ml
Blut-Puffer-Gemisch nach der Salting-out Methode
(MILLER & al. 1988).

Der Restriktionsverdau der DNA erfolgte mit dem
Restriktionsenzym Hinf1. Nach dem Verdau wurden die
Fragmente in einem 0,6 %igen Agarose Gel in 1xTBE
fiir ca. 42 Stunden bei 23 mA und 40 Volt elektrophore-
tisch aufgetrennt. Nach Denaturierung in Alkali Puffer
(NaOH 0,5 mol/1, NaCl 1,5 mol/1) und anschlieBender
Neutralisierung in Ammoniumpuffer (NH,Cl 1,5 mol/1)
wurde die DNA mit einem Southern-Blot auf eine
Nylonmembran (Amersham, Hybond N+) {ibertragen.
Die Nylonmembranen wurden fiir 1 Stunde bei 35 °C
prahybridisiert und danach {iber Nacht mit der
Digoxigenin markierten Sonde (GATA), (Fresenius AG)
hybridisiert. Nach der Hybridisierung wurden die Mem-
branen in Dig-AP Konjugat (Boehringer Mannheim)
inkubiert und die hybridisierten Fragmente mit BCIP (5-
Brom 4-Chlor 3-Indolyl Phosphat) und NBT ( Nitroblau
Tetrazolium Salz) angefdrbt.



170 Verhandlungen der Gesellschaft fiir Okologie, Band 24

Die Auswertung der Banden erfolgte mit einem
Video-Scanner und dem Fingerprint-Auswertepro-
gramm Bio-Image V 4.6] (Millipore).

Aus den Blots wurde nach Populationen getrennt
die mittlere Bandenzahl und die Band-Sharing-Fre-
quenzen (Bsf) (JEFFREYS 1985) berechnet. Aus den
Bsf-Daten wurde anschlieBend die Populations Ahn-
lichkeit und der genetische Abstand nach Nei und
Lynch berechnet (LYNCH 1991).

Als Vergleich zu den etablierten Methoden wur-
de eine weitere, von uns entwickelte, Auswerte-
methode angewendet. Diese beruht nicht auf Band-
Sharing-Frequenzen, sondern auf der H&ufigkeit von
einzelnen Banden in Populationen. Dies wird im wei-
teren als Bandenhdufigkeit (Bh) bezeichnet. Die
Methode beruht auf der Analyse von Banden die in
der Summe {iber alle Populationen mit einer Haufig-
keit von groBer gleich zehn auftraten. Die Verteilung
der Haufigkeit dieser Banden in Prozent wurde als

Tab. 1

Durchschnittliche Bandenzahl mit Standardabweichung und
Zahl der untersuchten Individuen (N)

Tab 1

Mean number of bands with standard deviation and number
of perch per population investigated (N)

N o Zahl der Banden = std

Saar 19 24055
Mosel 27 175+26
Spree 21 21,4 4,2
Meerfelder Maar 22 276 +2,7
Weinfelder Maar 32 258+3,4

Tab. 2
Mittlere BSF-Werte mit den korrigierten Varianzen der
BSF (x 10°) (nach LYNCH 1991) in Klammern

quantitatives Populationsmerkmal zur Berechnung
von Chi-Quadrat Distanzen (SNEATH & SOKAL
1973) zwischen den Populationen eingesetzt. Die
Clusteranalyse der Distanzen erfolgte mit dem
Programmpaket NTSYS-pc V 1.60 (ROHLF 1990).

3. Ergebnisse
3.1 Mittlere Bandenzahlen

Die durchschnittliche Bandenzahl der Populationen
schwankt zwischen 17,5 Banden/Individuum (Mosel)
und 27,6 Banden/Individuum Weinfelder Maar (s.
Tab.1). Bis auf das Populationspaar Saar-Weinfelder
Maar lassen sich alle Populationen signifikant (Stu-
dent t-Test) beziiglich ihrer mittleren Bandenzahlen
unterscheiden.

3.2 Band-Sharing Frequenzen (BSF)

Die BSF-Werte geben Aufschluf iiber den Grad der
genetischen Ahnlichkeit von Individuen innerhalb
und zwischen Populationen. Alle BSF-Wert zwischen
den Populationen sind auf dem fiiuf Prozent Niveau
signifikant voneinander verschieden (Student t-Test)
und kdénnen deshalb als echt angesehen werden.

Die hochsten BSF-Werte finden sich in den iso-
lierten Eifelmaaren, die geringsten in der Spreepopu-
lation. Alle BSF-Werte sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

3.3 Populationsahnlichkeit und genetischer
Abstand

Die grofte genetische Ahnlichkeit findet sich inner-
halb der GroBgryppen der FluBpopulationen und der
Seepopulationerf. So betrdgt die durchschnittliche
Populationséhnlichkeit nach Lynch innerhalb der
Flisse 0,93, innerhalb der Seen 0,96 und zwischen
beiden Gruppen 0,85 (Tab. 3).

Genau wie die Populationsdhnlichkeiten verhal-
ten sich die genetischen Abstinde (Tab. 4). Der
durchschnittliche genetische Abstand innerhalb der

Tab. 2 FluBpopulationen nach Lynch betrdgt 0,061 (nach
Mean BSF freq with biased vari of BSF (x 107) Nei 0,275), innerhalb der Seepopulationen nach
(after LYNCH 1991) in brackets Lynch 0,043 (nach Nei 0,081) und zwischen den
Saar Spree Mosel Meerfeld Weinfeld
Saar 0.33 (2,42) 0.16 (0,39) 0.25(1,04) 0.30(1,69) 0.29 (1,72)
Spree 0.20 (0,31) 0.17 (0,85) 0.21(1,18) 0.20 (0,85)
Mosel 0.24 (2,82) 0.28 (2,39) 0.26 (2,47)
Meerfeld 0.57 (20,16) 0.51(7,21)
Weinfeld 0.53 (7,51)
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Gruppen betrdgt der durchschnittliche genetische
Abstand nach Lynch 0,146 (nach Nei 0,377). Der
genetische Abstand zwischen FluB- und Seepopu-
Jationen ist also fast doppelt so groB wie der Abstand
innerhalb der Gruppen See und FluB. Die UPGMA
Clusteranalyse der Nei-Distanzen (Abb. 1) zeigt diese
Zweiteilung deutlich, gibt aber auch dariiberhinaus
noch die geographische Beziehung der Populationen
zueinander wieder. Die Spreepopulation liegt ge-
trennt von den siidwestdeutschen Populationen im
Clusterdiagramm auf einem eigenem Ast.

Alle gefundenen Unterschiede bzw. Ahnlichkei-
ten beruhen auf realen Unterschieden der BSF-Werte
(s. Abschnitt 3.2).

3.4 Bandenhaufigkeit

Die Populationen werden auch durch das Auftreten
von diskreten Banden in Individuen charakterisiert.
Dabei kdnnen regionale Banden aber auch habitat-
spezifische Unterschiede gefunden werden. So zeigt
die Analyse der Verteilung der Haufigkeit der Banden
in den Populationen (Bh) dhnliche Muster fiir jeweils
die See- und die FluBpopulationen, aber stdrkere Un-

h

Tab. 3: Mittlere Populationsahnlichkeiten zwi

Nei Distonz nach BSF-Daten

0.45 0.30

Saar
[:Mosel
Meerfeld

l:Weinfeld

Spree

0.15

Abb. 1
UPGMA Clusterdiagramm der genetischen Distanzen nach
NEI berechnet aus den BSF-Werten (ndheres s. Text)

Fig. 1
UPGMA Cluster of NEI's genetic distances (see text) compu-
ted according to LYNCH (1991) from BSF-values

allen Pop
Distanzen der Bandenhaufigkeiten (links unten)
all lati

het

nach LYNCH (1991) (rechts oben) und Chi-Quadrat

Tab. 3: Mean population similarities

POP

ding to LYNCH (1991) (above diagonal) and Chi-Square

Saar Spree Mosel Meerfeld Weinfeld
Saar 0.89 0.97 0.84 0.85
Spree 1,03 0.94 0.82 0.84
Mosel 0,75 0,88 0.87 0.88
Meerfeld 1.10 1,00 0,87 0.96
Weinfeld 0,97 1,02 0,76 0,81
Tab. 4: Mittlerer g her Ab d zwischen allen Populati Links unten nach NEI, rechts oben nach LYNCH
Tab. 4: Mean g ic dist between pop Above diagonal NEI's genetic dist , below diagonal LYNCH's

genetic distances

Saar Spree Mosel Meerfeld Weinfeld
Saar 0.105 0.029 0.153 0.143
Spree 0.473 0.050 0.174 0.163
Mosel 0.094 0.259 0.125 0.120
Meerfeld 0.377 0.472 0.279 0.043
Weinfeld 0.377 0. 478 0.297 0.081
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Abb. 2: Verteilung der haufigen Banden (n > 10) in den einzelnen Populationen. Aufgetragen ist die Haufigkeit der Banden (Bh)
gegen die FragmentgroRe in kB. A Mosel, B Saar, C Spree, D Meerfelder Maar, E Weinfelder Maar
Fig. 2. Distribution of frequent bands in the populations. The band-frequency is plotted against the fragment length. A Mosel, B

Saar, C Spree, D Meerfelder Maar, E Weinfelder Maar

terschiede zwischen diesen (Abb. 2). Banden, die
geographischen Gruppen zugeordnet werden kon-
nen, finden sich in den Populationen Mosel, Saar,
Weinfelder Maar und Meerfelder Maar (8,9 kB
FragmentgroBe, Stidwestdeutschland). Diese Banden
treten nur in jeweils den genannten Populationen
auf.

Besonders auffallend ist das Fehlen der Banden im
Bereich zwischen 3,7 und 4,2 kB bei den Seepopu-
lationen. Besonders hohe Frequenzen weist im die-

sem Bandenbereich die Population aus der Spree auf.

Die UPGMA Clusteranalyse der Chi-Quadrat
Distanzen (Tab. 4) der Bandenhdufigkeiten sind den
Ergebnissen der Analyse der Nei-Distanzen sehr dhn-
lich (Grafik nicht gezeigt).
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4. Diskussion

Die genetische Variabilitdt der FluRbarschpopulati-
onen auf der DNA-Ebene erwies sich als hoher als
pisher auf Grund von Isoenzymuntersuchungen
(GYLLENSTEIN & al. 1985, BODALY & al. 1989)
angenommen wurde. Ein Teil eigener enzymelektro-
phoretischer Untersuchungen (WAGNER 1992) wird
jedoch dahingehend bestétigt, daB Seepopulationen
des FluBbarsches genetisch sehr einheitlich sind. Dies
zeigte sich durch die Analyse der Ergebnisse des
DNA-multi-locus-Fingerprintings.

Die betreffenden Populationen sind gekennzeich-
net durch hohe Band-sharing-Frequenzen, sowohl
innerhalb als auch zwischen Populationen.

Uber die Zahl der Banden 148t sich in etwa die
effektive PopulationsgroBe, d.h. die Zahl der repro-
duktiv erfolgreichen Individuen pro Population, ab-
schitzen (LYNCH 1991). Je groRer die durchschnittli-
che Zahl der Banden pro Population ist, umso groBer
ist die effektive PopulationsgroBe. Die geringste Zahl
an Banden weisen die Tiere aus der Mosel, die hoch-
ste Bandenzahl die Tiere aus dem Meerfelder Maar
auf. Unterstellt man die Richtigkeit der oben gemach-
ten Annahme, dann folgt, daB die effektive Popula-
tionsgroBe in den Eifelmaaren am groften und in der
Mosel am kleinsten ist. Dann gilt auch, daB die effek-
tiven PopulationsgroBen der FluBpopulationen klei-
ner sind als die der Seepopulationen. Dies kdnnte auf
eine stdrkere Unterteilung der Populationen in
Flissen oder auf hier im Vergleich zu Seen generell
niedrigere Populationsdichten hinweisen.

Auch bei der Analyse der Bandenhdufigkeiten
{Bh) und der genetischen Ahnlichkeit (LYNCH 1991)
der untersuchten Populationen ist die starke Dif-
ferenzierung der FluB- und Seepopulationen und die
relative Ahnlichkeit derselben innerhalb der Gruppen
FluR und See auffallend.

Eine genetische Differenzierung von drei
sympatrischen Forellenformen der Art Salmo trutta in
Lough Melvin, Irland, die mit multilocus DNA-Fin-
gerprinting detektiert wurde, beschreiben PRODOHL
& al. (1992). Auch hier konnten innerhalb der unter-
suchten Gruppen hohere genetische Ahnlichkeiten
und geringere Variabilitdt gefunden werden, als zwi-
schen den Gruppen. Die BSF-Werte lagen in ver-
gleichbaren GroRenordnungen wie bei der vorliegen-
den Untersuchung. Es konnten auch gruppenspezifi-
sche Fragmente gefunden werden. Bei diesem
Beispiel handelt es sich um morphologisch unter-
scheidbare, sympatrische Forellenpopulationen die in
einem See leben. Dies ist bei den FluBbarschpopu-
lationen nicht der Fall, da es sich ja um geographisch
isolierte Populationen handelt. Die Unterschiedlich-
keit der beiden Gruppen in Bezug auf ihre Finger-
printmuster 1d8t aber auch den SchluR zu, daB es
sich bei diesen um zwei FluBbarschformen handeln

konnte, eine See- und eine FluRform. Eine genetische
Differenzierung zweier FluBbarschformen (Uferform
(Krautbarsch) und Freiwasserform (Jagebarsch)) in
einem See wurde bisher zweifach in der Literatur
beschrieben (KIRSIPUU 1967, STARMACH 1983),
aber kontrovers diskutiert (CRAIG 1987).

Die Unterschiede zwischen den FluR- und See-
populationen lassen sich auch durch die unterschied-
lichen Eigenschaften von FlieR- und Stillgew&ssern
und eine dadurch bedingte Differenzierung der Popu-
lationsstrukturen erkldren. Diese kann dann zu der
beobachtbaren genetischen Differenzierung gefiihrt
haben. Als mégliche Griinde wéren hier ein reduzier-
ter Genpool aufgrund eines Griindereffektes, zufdlli-
ge Drift oder auch eingeschrénkter Genflufl aufgrund
der isolierten Lage der Seen zu nennen. So konnten
auch bei der StiBwassergarnele Macrobrachium nip-
ponense (de Haan) signifikante genetische Unter-
schiede zwischen FluB- und Seepopulationen be-
schrieben werden (WONG & MC ANDREW 1994).
Ahnlich wie in bei den FluRbarschen wiesen die
FluBpopulationen eine groRere genetische Variabilidt
auf, als Seepopulationen der gleichen Art. Die mini-
male genetische Distanz zwischen den FluBpopu-
lationen war doppelt so groB, wie die Distanz zwi-
schen Seepopulationen. Auch diese Ergebnisse sind
mit den FluRbarschergebnissen vergleichbar.

DNA-Fingerprinting 1d8t sich also in der Popu-
lationsgenetik auch dann erfolgreich einsetzen, wenn
auf der Ebene des Enzympolymorphismus keine oder
nur sehr geringe Variabilitdt gefunden wurde.

5. Zusammenfassung

Die mit Multilocus-DNA-Fingerprinting erhaltenen
Bandenmuster von 127 Individuen aus fiinf Popula-
tionen, zwei Seepopulationen (Weinfelder Maar,
Meerfelder Maar) und drei FluBpopulationen (Saar,
Mosel, Spree), wurden auf genetische Differenzie-
rung innerhalb und zwischen den Populationen ana-
lysiert. Alle Populationen liefen sich beziiglich der
Zahl der gemeinsamen Banden (Band-sharing Fre-
quenzen) zwischen Individuen signifikant voneinan-
der unterscheiden. FluB- und Seepopulationen waren
hinsichtlich verschiedener populationsgenetischer
Parameter stdrker unterschiedlich als die Popula-
tionen der beiden Gruppen untereinander. Das kann
bedeuten, da die Habitateigenschaften (See oder
FluB) entscheidender die Populationsstrukturen be-
einflufen und somit eine groBere genetische Dif-
ferenzierung bewirken als die geographische Tren-
nung der Populationen.
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