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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Untersuchungsorganismus: Evolution, Genetik und Okologie

Bei denen in dieser Arbeit untersuchten Organismen handelt es sich um SiiBwasserfische der
Gattung Cottus. In Europa sind auf Basis von morphologischen und molekularen Daten
15 Spezies beschrieben worden (Freyhof et al. 2005), von denen einige in einem zuvor unauf-
gelosten ,,C.gobio Komplex* (Kottelat, 1997) zusammengefasst waren. Erste Anzeichen da-
fiir, dass eine hohe genetische Differenzierung innerhalb dieses Komplexes besteht, lieferten
Allozym Daten (Riffel & Schreiber 1995, Hénfling & Brandl 1998). Spiter zeigten Studien
mit mitochondrialen Haplotypen (Engelbrecht et al. 2000) und Mikrosatelliten (Hénfling et al.
2002, Knapen et al. 2003) iibereinstimmend das Bestehen mehrerer genetisch distinkter Li-
nien, von denen die dltesten seit 3 Millionen Jahren voneinander getrennt sind.

Die Besiedlung Europas durch SiiBwasserfische der Gattung Cottus erfolgte wahrscheinlich
im spiten Pliozén (5,33 — 2,58 Mio. J.) durch Populationen der Art C. gobio. Die Griinderpo-
pulation entstammte vermutlich dem Paratethys, dem européischen Teil des erdgeschichtli-
chen Ozeans Tethys, auf den das heutige Kaspische und das Schwarze Meer zuriickgehen. Die
Besiedlung Zentral-Europas erfolgte anscheinend iiber die damalige niedere Donau. Wéhrend
des spiten Pliozédns muss eine der zentraleuropédischen Populationen die Nordsee erreicht ha-
ben. Von dort war die Kolonisierung der in den Atlantik miindenden Fliisse tiber die Kiisten
moglich (Engelbrecht et al. 2000).

Die Vergletscherungen wihrend des Pleistozins (2,58 Mio. J. — 10.000 v.Chr.) sind im All-
gemeinen als evolutionsgeschichtliche Ereignisse anerkannt, welche in vielen Fillen zur Di-
versifikation von Taxa gefiihrt haben (Avise 2000, Hewitt 2000). Thienemann (1950) stellte
die Hypothese auf, dass Groppen in Zentraleuropa wihrend der Eiszeiten existiert haben und
sogar in Permafrostregionen iiberlebt haben. Er klassifizierte Cottus gobio als eine der Spe-
zies, die sich in Interglazialen in Bergrefugien zuriickziehen und wihrend der Eiszeit bis an
den Rand der Gletscher ausdehnen. Es wird davon ausgegangen, dass mehrere eiszeitliche
Refugien in Zentral- und Westeuropa bestanden haben. Im Speziellen werden der niedere
Rhein, das Scheldt System und Cornwall in Stidengland diskutiert (Hénfling et al. 2002).
Aufgrund molekularer Daten besteht weitestgehend Einigkeit darin, dass die Cottus Linien
schon vor der letzten Eiszeit (Wiirm) bestanden haben miissen (Engelbrecht ef al. 2000,

Hiénfling et al. 2002, Volckaert 2002).



Einleitung

Bei einer systematischen Studie von Nukleotid Diversitéten unterschiedlicher Fischpopulatio-
nen in vergletscherten und nicht vergletscherten Regionen konnte gezeigt werden, dass Popu-
lationen in vergletscherten Regionen deutlich geringere Nukleotid Diversitdten aufweisen
(Bernatchez & Wilson 1998). Die Logik dahinter ist, dass die Besiedlung von wieder eisfrei
gewordenen Habitaten durch Griinderpopulationen stattfindet, die im Vergleich zur Ur-
sprungspopulation aus einer deutlich geringeren Anzahl von Individuen bestehen und deshalb
eine verringerte Nukleotid Diversitét zeigen. Die von Engelbrecht ez al. 2000 fiir die unter-
schiedlichen Linien gefundenen Daten stehen mit diesem Befund im Einklang. Die Verwen-
dung der Nukleotid Diversitit als Schétzer fiir eine Reduktion der Populationsgréf3e und zum
Auffinden von neu besiedelten Habitaten ist jedoch nicht ohne Widerspriiche (Widmer & Le-
xer, 2001), denn in Populationen von Fagus sylvatica konnte fiir wiederbesiedelte Regionen
zwar eine Reduktion des Allelreichtums aber keine Reduktion der Nukleotid Diversitit fest-
gestellt werden. Die Autoren plddieren deshalb dafiir, stets verschiedene Schitzer zu wihlen,
um die genetische Diversitit zu ermitteln und die eventuell entstehenden Widerspriiche sorg-
faltig zu diskutieren.

Griinde fiir die starke genetische Differenzierung der Groppen sind neben der Paleoklimatolo-
gie im Wesentlichen in der Okologie zu finden. Groppen bewohnen kleinere Béche und Fliis-
se, die kaltes sauerstoffreiches Wasser fiihren und einen Untergrund aus Kies und Stein auf-
weisen. Diese 0kologischen Anspriiche machen es ihnen in der Regel unmdoglich, grofere
Fliisse zu besiedeln. Innerhalb ihres Habitats treten Sie oft in einer sehr geklumpten Vertei-
lung auf. Nicht nur im européischen Vergleich, sondern auch innerhalb von Systemen mit
kleineren Fliissen und Bichen wie der Scheldt, zeigen Populationen eine starke genetische
Differenzierung (Knapen et al. 2002). Es gibt bisher keine Studien, die eine Verbreitung von
Larven iiber lingere Distanz belegen wiirden. Diese Gegebenheiten erklidren, warum die
Verbreitung von Groppen innerhalb und zwischen Fluss-Bach-Systemen gering ist und warum
eine starke genetische Differenzierung zwischen Populationen vorhanden ist. Auch innerhalb
des Rheins konnte sich trotz Vereinigung des oberen und unteren Flusslaufs durch eine Fluss-
anzapfung vor 1 Million Jahren kein homogenisierter Genpool ausbilden (Engelbrecht et al.
2000). Eine Ausnahme zur im Allgemeinen geringen Verbreitungsfihigkeit der Groppen ist
eine invasive Cottus Linie, die innerhalb der letzten 20 Jahre den niederen Rhein und die in
ihn miindenden Fliisse besiedelt hat. Auf Basis von mitochondrialen Haplotypen und Einzel-
nukleotidpolymorphismen wurde festgestellt, dass es sich bei den Individuen dieser Linie um
Hybriden zwischen C. perifretum aus dem Scheldt- und C. rhenanus aus dem Rhein System

handelt (Nolte et al. 2005b).
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Abb. 1 C. perifretum aus Nolte et al. 2005¢

Bei C.perifretum handelt es sich um eine kompaktere Spezies, deren Haut eine Stachelbe-
schuppung aufweist (Abb.1). Die Art C. rhenanus ist im Gegensatz dazu deutlich schlanker

und ihre Haut zeigt keine Stachelschuppen (Abb.2).

Abb. 2 C. rhenanus aus Nolte et al. 2005c.

Die invasive Linie unterscheidet sich von C. rhenanus durch einen hoheren Rumpf, einen lén-
geren Schwanzstiel, einen kiirzeren Korper und einen relativ groBen Kopf und von C. pe-
rifretum durch einen weniger stark ausgebildeten hinteren Rumpf. Eine Gemeinsamkeit mit C.
perifretum ist das Vorhandensein von Stachelschuppen. Die Merkmale der invasiven Linie
bleiben auch bei der Aufzucht im Aquarium bestehen, so dass man davon ausgehen kann, dass
es sich bei der Unterschiedlichkeit der Merkmale nicht um phénotypische Plastizitit handelt.
Insgesamt betrachtet dhnelt die invasive Linie in der Morphologie stark C. perifretum, wes-
halb Sie formal auch unter diesem Namen gefiihrt wird. Anscheinend verfiigt die invasive
Linie liber Anpassungen, die es ihr ermoglichen, grofle Fliisse zu besiedeln. Kohler et al.
(1993) schlug zwei verschiedene Moglichkeiten zu Ursprung und Weg der Invasion vor. Die
erste Moglichkeit besteht darin, dass Groppen im unteren Rhein fortbestanden haben und mit
der Verbesserung der Wasserqualitit in den 80er Jahren den Rhein stromaufwiérts erneut be-
siedelt haben. Eine zweite Moglichkeit besteht darin, dass sich die Groppen stromabwirts
ausgehend von ihren Ursprungspopulationen in den Béchen den niederen Rhein neu erschlos-
sen haben. Eine dritte Moglichkeit, vorgeschlagen von Nolte et al. (2005b), ist, dass die Inva-
sion aus dem Scheldt System, das vor ca. 200 Jahren durch Kanalbauten mit dem Rhein Sys-

tem verbunden wurde, erfolgte.
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Durch die Verbindung dieser zwei Systeme war es moglich geworden, dass C. perifretum und
C. rhenanus, die zuvor fiir 1-2 Millionen Jahre als distinkte evolutionidre Linien bestanden
haben, wieder aufeinander treffen konnten. In diesem Fall kam es offensichtlich zur Hybridi-
sierung dieser Linien, was klar aus dem Aufbau des Genoms der invasiven Linie hervorgeht,

das ein Mosaik der beiden Spezies darstellt (Stemshorn ez al. 2005b).
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Abb. 3 Verbreitung verschiedener Cottus Spezies Uber Mitteleuropa: C. rhenanus (blau), C.perifretum (violett), invasive Linie

(rot), C. gobio (gelb), C. microstomus (grun). Aus Nolte et al. 2005c.

Im Scheldt System konnten bisher keine Populationen der invasiven Linie gefunden werden,
was dafiir spricht, dass Populationen von C. perifretum aus dem Scheldt System tiber die Ka-
nile in das Rhein System migriert sind und es dort zur Hybridisierung kam. Andererseits kann
es auch sein, dass sich Populationen von C. perifretum aus dem Scheldt System entlang des
Rheins ausgebreitet haben und an der Invasionsfront mit Populationen von C. rhenanus ver-
mischt haben und sich auf diese Art ein fiir die invasive Linie charakteristischer Genpool ge-
formt hat. Allerdings ist dieses Szenario in Anbetracht der evolutionédr gesehen kleinen Zeit-
spanne von nur 20 Jahren nicht sehr wahrscheinlich (Nolte et al. 2005b). Auch wenn der
Genpool der invasiven Linie wahrscheinlich nicht hauptsidchlich wéhrend der Invasion des
Rheins durch Hybridisierung mit C. rhenanus Populationen geformt wurde, kommt es doch zu
einem sekundéren Kontakt mit C. rhenanus Populationen an den Miindungen von Béchen in
kleinere Fliisse. Nolte et al. (2006) dokumentierte mehrere solcher sekundiarer Kontaktzonen
innerhalb des Rhein Systems und stellte fest, dass es sich dabei um Hybridzonen handelt. In

der vorliegenden Arbeit werden zwei dieser Hybridzonen weiter untersucht.
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1.2 Untersuchungssystem: Entstehung, Dynamik und Schicksal

Eine Konsensdefinition fiir Hybridzonen lautet folgendermaBen: ,,Hybridzonen sind Regio-
nen, in denen genetisch distinkte Populationen aufeinander treffen, sich verpaaren und Hybri-
de erzeugen® (Barton & Hewitt 1985). Hybridzonen sind oft im Verhiltnis zur Verbreitung
der elterlichen Spezies relativ schmal. Zwei Faktoren, die die Breite einer Hybridzone
bestimmen, sind die Ausbreitungsrate und die Populationsdichte der beteiligten Arten. Die in
Barton und Hewitt (1985) resiimierten Hybridzonen reichen in der Breite von ca. 20 m fiir
den Grashiipfer Warramaba viatica bis zu 150 km fiir die Hirschmaus Peromyscus californi-
cus. Hybridzonen werden oft tiber das Vorhandensein von parallelen Klinen erkannt (Harrison
1993). Klinen sind Merkmalsgradienten (Huxley 1938). Klinen und Hybridzonen sind jedoch
keine synonymen Begriffe (Endler 1977), denn es kann durchaus sein, dass sich Populationen
einer oder mehrerer Spezies in Bezug auf ein oder mehrere Merkmale graduell entlang einer
Kline unterscheiden, ohne dass es zur Hybridisierung unter ihnen kommt.

Nach Moore (1977) sind Hybridzonen oft sehr schmal, da Ubergiinge zwischen zwei Habita-
ten oft relativ abrupt verlaufen konnen. Innerhalb der Ubergangszonen kommt es aufgrund
eines steilen okologischen Gradienten zu starker Selektion gegen elterliche Phidno- und Ge-
notypen, wihrend Hybride in diesem Bereich eine erhohte Fitness zeigen. Diese Erkldrung fiir
das Bestehen von Hybridzonen wird als Okotones Modell oder auch ,,Begrenzte Hybriden
Uberlegenheit” bezeichnet. Eine andere Erklirung fiir die Existenz einer Hybridzone liefert
das Spannungszonen Modell nach Barton (1979), bei dem die Hybridzone durch ein Zusam-
menspiel zwischen Ausbreitung elterlicher Genotypen und Selektion gegen Hybride geformt
wird. In diesem Fall handelt es sich um endogene Selektion aufgrund von genetischen Unver-
triglichkeiten in den Genotypen der Hybriden. Wihrend im ersten Modell die Lage der Hyb-
ridzone an einen Umweltgradienten gekoppelt ist, ist letzteres davon unabhidngig. Im Span-
nungszonen Modell unterliegt die Dynamik der Hybridzone hingegen weiteren Faktoren wie
der ungleichen Selektion auf elterliche Genotypen und verschiedenen Effekten der Populati-
onsdichte. Je nachdem wie stark sich die bestimmenden Faktoren dndern, kommt es zur Be-
wegung der Hybridzone. Allerdings ist es sehr wahrscheinlich, dass sich ein Gleichgewicht an
einer lokalen Barriere einstellt, d.h. unter Umstinden kann auch hier, wenn auch in anderer

Weise, die Umwelt von Bedeutung sein.
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Fiir die Entstehung von Hybridzonen sind zwei Szenarien denkbar. Zum einen kann es sein,
dass Populationen, welche sich in Allopatrie differenziert haben, sekundir wieder in Kontakt
gekommen sind (Mayr 1942). Zum anderen ist es moglich, dass sich Populationen durch
rdumlich variierende Selektionsdriicke in situ differenzieren konnen. Ein weiterer Faktor, der
zur Differenzierung in situ fiilhren kann, ist die assortative Verpaarung, die fiir Modelle der
sympatrischen Speziation essentiell ist (Dieckmann et al. 2004). Es wird davon ausgegangen,
dass die Mehrzahl der heute existierenden Hybridzonen auf die Vereisungszyklen und an-
schlieBende Populationsexpansion wéhrend des Pleistozins zuriickzufiihren sind (Hewitt
1999). Regionen, in denen Kontaktzonen postglazialen Ursprungs auftreten, sind fiir die
Groppen neben dem niederen Rhein auch in Finnland und im nordlichen Schweden zu finden.
Kontula und Viino6ld (2004) beschreiben derartige Kontaktzonen zwischen C. gobio und C.
koshewnikowi im Zusammenhang der geologischen Entwicklung der Ostsee.

Hybridzonen sind dynamische Systeme, deren ,,Schicksal* verschieden verlaufen kann. Eine
erste Moglichkeit besteht darin, dass die zuvor differenzierten Populationen wieder zu einer,
dann eventuell fiir einige Merkmale polymorphen Spezies, verschmelzen. Dies kann nur unter
der Bedingung funktionieren, dass sich nicht bereits eine starke Selektion gegen Hybride her-
ausgebildet hat. Bei der zweiten Moglichkeit kann es zum Aussterben von einer der elterli-
chen Spezies kommen, da beide die gleiche 6kologische Nische beanspruchen und die eine
der anderen tiberlegen ist. Eine dritte Moglichkeit, die unter dem Begriff Reinforcement be-
kannt geworden ist, besteht darin, dass zwei Spezies sekundédr zusammentreffen, sich ihre
Genome allerdings als zu differenziert herausstellen, um einen harmonischen Genotyp zu
formen. Es kommt durch Selektion gegen Hybride zur Entwicklung von effektiveren prezy-
gotischen Fortpflanzungsbarrieren und eventuell zur Bildung von zwei ,,guten® Spezies, d.h.
solchen, die hinreichend gut reproduktiv voneinander isoliert sind. Der Prozess kann als a-
daptive Speziation bezeichnet werden, da prezygotische Isolation durch Anpassung als Folge
von Selektion gegen Hybride entsteht (Moore 1984). Eine vierte Moglichkeit ist, dass durch
Hybridisierung zuerst ein ,,Hybridswarm* entsteht, der sich dann aber weiter zu einer vollig
neuen Spezies differenziert. Wihrend unter Botanikern Hybridisierung als Mechanismus fiir
die Artbildung weitestgehend anerkannt ist, betrachten Zoologen Hybridzonen eher als
,.,Fenster auf den evolutionidren Prozess* oder als ,,Natiirliche Laboratorien*, in denen Artbil-

dung und Anpassung untersucht werden konnen.
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1.3 Fragestellung: Introgression, reproduktive Isolation und Fitness

Unter Introgression versteht man das Wandern von Genen von einer Spezies in eine andere
Spezies durch Hybridisierung und Riickkreuzung. Gene, die sich in dem genetischen Hinter-
grund einer Spezies und/oder einem Habitat als vorteilhaft erweisen, d.h. die Fitness des Tré-
gers erhohen, konnen sich in dem genetischen Hintergrund einer anderen Spezies und/oder
einem anderen Habitat als nachteilig erweisen, d.h. die Fitness des Trégers verringern. Solche
Gene tragen zur reproduktiven Isolation bei, und ihre Introgression sollte mit der Zeit durch
die natiirliche Selektion verhindert werden. Gene, die der Anpassung in beiden genetischen
Hintergriinden und Habitaten dienen, sollten frei iiber die Hybridzone wandern konnen, da Sie
von der natiirlichen Selektion beglinstigt werden.

Die Erforschung der genetischen Basis fiir reproduktive Isolation erfolgte bislang iiber die
Erstellung von geographischen Klinen (Teeter e al. 2008). Bei diesen werden Allelfrequen-
zen entlang einer die Hybridzone umfassenden Distanz aufgetragen. Je schmaler eine Kline,
desto stirker ist die auf einen Marker wirkende Selektion und desto wahrscheinlicher tréigt die
entsprechende Region zur reproduktiven Isolation bei.

In einer Vorstudie zu der vorliegenden Arbeit untersuchten Nolte et al. (2006) zwei in den
frithen 90er Jahren entstandenen Cottus Hybridzonen mit 45 Mikrosatelliten. Fiir beide Zonen
ergaben sich steile multilokus Klinen und es stellte sich heraus, dass die Hybridzonen an den
Ubergang von einem Fluss- in ein Bachhabitat gekoppelt sind. Die Breite dieser Zonen erwies
sich als deutlich schmaler, als ausgehend von jéhrlichen Ausbreitungsraten zu erwarten wire.
Innerhalb der Zonen konnten verschiedene Hybridklassen, d.h. elterliche Riickkreuzungen,
F1-Hybride und andere Paarungskombinationen Fx detektiert werden. Die Allgemeine
Schlussfolgerung aufgrund dieser Befunde war, dass die Hybridzonen durch starke exogene
Selektion geformt werden und weitestgehend einem 6kotonen Modell entsprechen. Innerhalb
dieser Studie ging aus einer Clusteranalyse mit dem Programm STRUCTURE fiir die Anzahl
vermeintlicher Populationen ein Wert von drei hervor. Als Cluster wurden zwei C. rhenanus
Populationen aus dem Bach Brdl und dem Bach Naaf und eine Population der invasiven Linie
aus dem Fluss Sieg detektiert. In einer Folgestudie untersuchten Nolte et al. (2009) Muster der
Introgression mit genomischen Klinen. Wihrend bei geographischen Klinen Allelfrequenzen
gegen geographische Distanzen aufgetragen werden, werden bei genomischen Klinen Wahr-
scheinlichkeiten fiir heterozygote und homozygote Genotypen an einem Lokus fiir ein neut-
rales Modell genomweiter Hybridisierung berechnet und entlang eines multilokus Hybridin-

dex aufgetragen (Gompert & Burkle 2009).
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Anhand von genotypisierten Individuen lisst sich feststellen, ob Genotypen im Vergleich zu
einem neutralen Modell genomweiter Hybridisierung an einem Lokus iiber- oder unterrepra-
sentiert sind. Abweichungen von einem neutralen Modell werden als verschiedene Muster der
Introgression wie z.B. positive Selektion oder Unterdominanz klassifiziert. Durchgefiihrt
wurde die Studie mit 480 Individuen und 168 Mikrosatelliten. Ungefdhr 50 % der Loci zeig-
ten signifikante Abweichungen von einem neutralen Modell genomweiter Hybridisierung.
Das Muster mit der grofiten Privalenz war die Unterdominanz, die einem Defizit von inter-
spezifischen heterozygoten Genotypen entspricht. Diesem Muster folgten 21 % der Loci in
der Naaf und 26 % der Loci in der Brol Zone. Nach diesem Ergebnis scheint Unterdominanz
wesentlich zur reproduktiven Isolation der beiden Cottus Linien beizutragen. Es muss sich
dabei nicht unbedingt um intrinsische genetische Inkompabilitédten, z.B. verursacht durch die
Fixierung unterschiedlicher Chromosomenaberrationen in den beteiligten Linien, handeln.
Heterozygote Genotypen konnen innerhalb der Hybridzone durchaus lebensfihig und frucht-
bar sein, aber in einem anderen Habitat konnen Allele aus einem anderen genetischen Hinter-
grund zu einer verminderten Fitness fiihren. Eine Erklirung fiir den scheinbaren Widerspruch,
dass Hybride lebensfihig sind, aber trotzdem Unterdominanz wesentlich zur reproduktiven
Isolation beitrégt, ist, dass die Unterdominanz nur habitatspezifisch zur Auspriagung kommt.
Eine andere Erklarung fiir ein Heterozygotendefizit besteht in der Existenz von Nullallelen,
welche durch fehlerhafte Amplifikation verursacht werden.

Ein weiterer wichtiger Befund der Studie war, dass wenig Ubereinstimung zwischen den
Hybridzonen hinsichtlich der Introgressionsmuster besteht. Zum einen sind es fiir beide Zonen
nicht immer die gleichen Loci, die sich in einer Musterkategorie wieder finden und zum ande-
ren, selbst wenn es sich dabei um die gleichen Loci handelt, ist dies in den meisten Féllen
auch durch reinen Zufall moglich. Eine Ausnahme stellen Allele der invasiven Population dar,
welche fiir 11 % der Loci in der Brol und 6 % der Loci in der Naaf mehr als per Zufall erwar-
tet in den genetischen Hintergrund der C. rhenanus Populationen introgressieren. Ein wesent-
liches Ergebnis dieser Studie war, dass neben exogener auch endogene Selektion fiir die For-
mierung der Cottus Hybridzonen von Bedeutung ist. Wihrend in der ersten Studie eine Mul-
tilokus-Analyse zur Beschreibung der Hybridzonen durchgefiihrt wurde, ging es in der Folge-
studie darum, einzelne Loci hinsichtlich ihrer genotypspezifischen Introgressionsmuster zu
untersuchen, um die Basis reproduktiver Isolation und adaptiver Introgression besser zu ver-

stehen.
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Da es in der vorliegenden Arbeit um die Fitness hybrider Genotypen geht, soll in diesem Ab-
schnitt der Begriff Fitness kurz rekapituliert werden. Fitness ist ,,die Fahigkeit eines Indivi-
duums relativ zu anderen Individuen derselben Spezies lebensfidhigen Nachwuchs zu produ-
zieren, welcher selbst tiberlebt und lebensfihigen Nachwuchs erzeugt. Fitness Komponenten
sind die Fruchtbarkeit, d.h. die Anzahl an Nachkommen und die Uberlebensrate, d.h. der An-
teil an Nachkommen, der bis zum Reproduktionsalter iiberlebt* (Lowe, Harris & Asthon
2004). Diese Definition entspricht der klassischen darwinschen Sicht nach der das Individuum
das Objekt der Selektion ist. AuBerdem ist in ihr enthalten, dass Fitness mehrere Komponen-
ten beinhaltet und verschieden formuliert werden kann. Unter absoluter Fitness versteht man
die Anzahl von Nachkommen eines Individuums multipliziert mit deren Uberlebensrate.

Eine weitere Form der Fitness ist die relative Fitness, unter der man ,,den Beitrag eines Ge-
notyps oder Phénotyps zur genetischen Ausstattung nachfolgender Generationen im Verhilt-
nis zum Beitrag anderer Genotypen oder Phénotypen® versteht (Futuyma 2007). Diese Defi-
nition verdeutlicht, dass Fitness auf den Phénotyp oder den Genotyp eines Individuums bezo-
gen werden kann. Dabei ist der Phénotyp das Objekt der Selektion und entsteht aus einem
Zusammenspiel von Genotyp und verschiedenen Umwelteinfliissen. In der Populationsgenetik
ist der Genotyp jedoch tendenziell von groflerer Bedeutung. Im Gegensatz zur absoluten Fit-
ness bezieht sich die relative Fitness auf einen Referenzgenotyp, der per Definition 1 gesetzt
wird. Es handelt sich dabei meistens um den Genotyp mit der hochsten absoluten Fitness. Die
Reduktion der Fitness eines Genotyps relativ zum Referenzgenotyp wird als Selektionskoeffi-
zient s bezeichnet. Dieser ist ein MaB fiir die innerhalb einer Population wirkende Selektion.
Wihrend Verédnderungen in der absoluten Fitness eines Genotyps fiir den Anstieg oder die
Abnahme der Populationsgro3e verantwortlich sind, fiihrt die unterschiedliche relative Fitness
verschiedener Genotypen zur Verschiebung der Allelfrequenzen innerhalb von Populationen
und dadurch zur Evolution.

Fiir die Bestimmung der Fitness von Hybriden werden in klassischer Weise verschiedene Ma-
Be verwendet. An erster Stelle stehen die Lebensfihigkeit und die Fruchtbarkeit von F1 Hyb-
riden. Es gibt viele Fille, in denen F1 Hybride eine herabgesetzte Fruchtbarkeit zeigen (Ar-
nold 1995). Es ist jedoch falsch, daraus zu folgern, dass die Hybridisierung aufgrund dessen
ein evolutiv unwichtiger Prozess sein muss. Es braucht lediglich erneute Hybridisierungse-
reignisse, um eine geringe Fruchtbarkeitswahrscheinlichkeit zu iiberwinden und eine F2 Ge-
neration zu erzeugen. Aus Studien an den Sonnenblumenarten Helianthus annuus und H. pe-
tiolaris ging hervor, dass trotz niedriger Fruchtbarkeit durch Hybridisierung dieser zwei Arten

wahrscheinlich mindestens drei weitere Arten entstanden sind.
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In der Literatur finden sich immer mehr Hinweise, dass Hybridisierung innerhalb der Evoluti-
on einen nicht unwichtigen Beitrag zur Speziation geleistet hat (Mallet 2007). Auch die inva-
sive Cottus Linie ist nachweislich auf Hybridisierung zuriickzufiihren (Nolte et al. 2005a).
Andere Mafe fiir Fitness, die in verschiedenen Studien verwendet worden sind, sind bei
Pflanzen z.B. Schattentoleranz, Anzahl herbivorer Attacken, Fruchtreifung und bei Tieren
z.B. Fortpflanzungserfolg, Stabilitdt der Entwicklung, Effizienz bei der Nahrungssuche
(Arnold 1995).

Im Gegensatz zu den klassischen Fitness MafBlen wird in der vorliegenden Arbeit die genomi-
sche Klinen Methode (Gompert & Burkle 2009) verwendet, um die Fitness hybrider Genoty-
pen innerhalb von zwei Cottus Hybridzonen an einzelnen Loci zu untersuchen. Unter der Fit-
ness von Genotypen wird in diesem Fall einfach deren Héufigkeit an einzelnen Loci im ge-
nomischen Hintergrund von Hybriden verstanden. Ziel ist es, genomische Regionen zu identi-
fizieren, welche moglicherweise mit einer gesteigerten oder verminderten Fitness von Hybri-
den in Verbindung stehen. Zusitzlich soll der Hybridgenpool auf den Einfluss parentaler Al-
lele aus den Populationen der Elternarten untersucht werden. Sind Allele einer Elternart an
einem Lokus stirker représentiert als nach einem neutralen Modell genomweiter Hybridisie-
rung zu erwarten ware, ist es moglich, dass diese Region zur adaptiven Introgression beitrégt.
Im Speziellen soll mit Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) tiberpriift werden, ob es sich
bei dem in der Vorstudie (Nolte et al. 2009) mit Mikrosatelliten gefundenen Muster der Un-

terdominanz um ein Artefakt aufgrund von Nullallelen handelt.

15



Material & Methoden

2. Material & Methoden

2.1 Single Nucleotide Polymorphisms SNPs

Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) sind Variationen von einzelnen Basenpaaren in einer
DNA Sequenz. Theoretisch konnen SNP Loci bis zu vier verschiedene Allele aufweisen. Dies
sind die vier Grundbausteine der DNA Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T).
Die Mehrzahl der im menschlichen Genom vorkommenden SNPs ist jedoch biallelisch. SNPs
unterscheiden sich von seltenen Variationen dadurch, dass die Frequenz des seltensten Allels
in einer Population iiber 1% liegen sollte (Brookes et al. 1999). Der grofite Teil der im
menschlichen Genom vorhandenen SNPs ist nach der Speziation, d.h. der Aufspaltung von
Homo (Mensch) und Pan (Chimpanze), aber vor der Aufspaltung in unterschiedliche Popula-
tionen entstanden (Mountain et al. 1992). SNPs machen ca. 90 % der Variationen innerhalb
des menschlichen Genoms aus, in dem sich alle 100 — 300 bp ein SNP befindet. Je nachdem
wo sich ein SNP im Genom befindet, ergeben sich unterschiedliche Effekte. Das SNP Kon-
sortium, ein Zusammenschluss verschiedener Firmen, beendete 2001 die Erstellung einer SNP
Karte des menschlichen Genoms mit insgesamt 1,4 Millionen SNPs. Die Karte ist frei zu-
ginglich und sehr wichtig fiir die Erforschung menschlicher Erkrankungen, die im Zusam-
menhang mit SNPs stehen. Aulerdem werden SNPs in der Forensik zur Erstellung des so
genannten DNA Fingerabdruckes verwendet (Sanchez et al. 2008). SNPs konnen in vier Ka-
tegorien eingeteilt werden. rSNPs (random SNPs) sind zufillig tiber das Genom verteilt und
befinden sich nicht in der Nédhe von Genen. Sie dienen vor allem der Kartierung des Genoms.
gSNPs (Gen-assoziierte SNPs) befinden sich in der Nidhe von Genen oder auch in Introns, den
nicht codierenden Bereichen eines Gens. Sie konnen unter Umstidnden die Regulation von
Genen beeinflussen. cSNPs (codierende SNPs) liegen in Exons, den codierenden Bereichen
eines Gens und wirken sich oft auf die Proteinstruktur aus. pSNPs sind SNPs, die sich auf den
Phénotyp auswirken. Sie konnen sich in der Néhe oder innerhalb von Genen befinden. Befin-
den sich SNPs in codierenden Regionen, konnen sie entweder synonym, d.h. die Aminoséure-
frequenz des codierten Proteins nicht verdndernd, oder nicht synonym, d.h. die Aminoséure-
frequenz des codierten Proteins veridndernd, sein. Diese Muster werden verwendet, um DNA
Sequenzen hinsichtlich verschiedener Selektionstypen zu untersuchen. Ein Abschnitt, in dem
sich mehr nicht synonyme als synonyme SNPs befinden, steht potentiell unter positiver Se-
lektion. Ein umgekehrtes Muster deutet daraufhin, dass ein Abschnitt unter balancierender

Selektion steht.
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Nach der neutralen Theorie (Kimura 1983) wird davon ausgegangen, dass SNPs héufiger in
nicht codierenden als in codierenden Abschnitten auftreten, da sie innerhalb von codierenden
Abschnitten vermutlich die Struktur eines Proteins eher verschlechtern als verbessern und
deshalb von der natiirlichen Selektion beseitigt werden. Tatsédchlich findet sich im menschli-
chen Genom in Exons eine vierfach niedrigere Nukleotid Diversitit, wobei mehr als die
Hiilfte nicht synonyme Veréinderungen darstellen (Li and Sadler 1991). Die Nukleotid Diver-
sitdt ist ein MaB fiir die Unterschiedlichkeit zwischen zwei Sequenzen oder die genetische
Vielfalt innerhalb einer Population. Die wihrend des Human Genome Projekt (HGP) gefun-
denen SNPs waren zu 75 % in intergenischen Regionen lokalisiert (Venter et al. 2001). Die
wihrend des HPG detektierte SNP Rate (SNPs / bp) war am geringsten in Exons und am
groften in Introns. Erstaunlicherweise war die SNP Rate in intergenischen Regionen geringer
als in Introns. Die kleinen Sequenzinderungen nicht synonymer SNPs konnen eine grof3e
Wirkung haben. Im menschlichen Genom fiihrte eine Punktmutation zu einer Verdnderung
der Aminosaduresequenz des Himoglobin Molekiils, das bei einem fiir dieses Allel homozy-
goten Individuum zum Tod fiihrt, denn bei Sauerstoffmangel verformen sich die Erythrocyten
zu sichelformigen Gebilden, die kleinere Blutgefidfle verstopfen konnen. In heterozygotem
Zustand ist ein Individuum jedoch mit einer gewissen Resistenz gegen Malaria versehen. Die
so genannte Sichelzellenanidmie ist ein klassisches Beispiel fiir einen Heterosis Effekt und
einen balancierten Polymorphismus. Ein anderes Beispiel betrifft die MHC (Major Histocom-
pability Complex) Genfamilie, die eine wesentliche Rolle bei der Immunabwehr spielt. Es
handelt sich dabei um sehr polymorphe Loci, deren unterschiedliche Allele dafiir sorgen, dass
verschiedene Antigene von den T-Zellen des Immunsystems gebunden werden konnen und
letztendlich eine Immunabwehr eingeleitet werden kann. In diesem Fall sorgen unterschiedli-
che SNPs fiir eine Konformationsinderung der Peptidbindungsregion (PBR) und ermdglichen
dadurch die Anpassung an verschiedene Antigene. Dies ist fiir die Wechselbeziehungen von
Parasit und Wirt von grofler Bedeutung. Die Sequenz, die fiir die PBR codiert, zeigt eine gro-
Bere Zahl von nicht synonymen gegeniiber synonymen SNPs, was in diesem biologischen
Zusammenhang dafiir spricht, dass diese Region unter positiver Selektion steht (Hughes
2007).

Da der grofite Teil der SNP Loci nicht unter Selektion steht, werden sie im Allgemeinen auch
als neutrale Marker bezeichnet. SNPs werden nach den Mendelschen Gesetzen vererbt. Sie
eigenen sich fiir QTL (Quantitative Trait Loci) Analysen, die ein quantitatives phidnotypisches

Merkmal in Relation zur Variation von genetischen Markern untersuchen.
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Ziel solcher Studien ist es, genomische Regionen zu finden, die mit der Auspriagung des un-
tersuchten Merkmals in Verbindung stehen. Man unterscheidet Assoziations- und Kopplungs-
studien. Fiir Assoziationsstudien wird im Gegensatz zu Kopplungsstudien eine deutlich hohe-
re Zahl von Individuen benétigt. Erstere untersuchen die Variation bestimmter Marker entlang
eines Merkmalsgradienten oder vergleichen zwei Gruppen mit extremer Ausprigung des
Merkmals in Bezug auf Markervariationen. Letztere detektieren eine von den Mendelschen
Regeln abweichende Vererbung bestimmter Marker. Ein Beispiel fiir eine erfolgreiche QTL
Analyse ist die Kartierung der Pitx — 1 Region, die bei dem Stichling Gasterosteus aculeatus
an der Reduzierung eines Skelettelementes des Hiiftstachels beteiligt ist (Shapiro et al. 2005).
Nolte fand wéhrend seiner Dissertation (Nolte 2005b) durch ein Admixture Mapping, welches
einen weiteren Ansatz zur Identifikation von QTL Regionen darstellt, mehrere Loci, die mit
der Stachelbeschuppung von Cottus perifretum und der invasiven Linie in Verbindung stehen
konnten. Zum einen ist die Stachelbeschuppung ein wesentliches morphologisches Merkmal,
das zur Unterscheidung dieser Linien von C. rhenanus herangezogen wird. Zum anderen stellt
die starke Ausprdgung dieses Merkmals bei der invasiven Linie eine mogliche Adaptation an
das neu besiedelte Fluss Habitat dar. Der adaptive Wert der Stachelbeschuppung konnte in
einer besseren Stabilitdt beim Schwimmen in Gewissern mit stirkerer Stromung liegen.
Stemshorn erstellte wihrend ihrer Dissertation (Stemshorn 2007) eine Kopplungskarte fiir das
Cottus Genom mit Hilfe von Mikrosatelliten, die auch zu den neutralen Markern gehoren.
AuBlerdem untersuchte sie das Hybridgenom der invasiven Linie, mit dem Ziel zu erfahren,
welche Abschnitte die beiden Elternarten C. perifretum und C. rhenanus zum Genom beige-
tragen haben. Sie durchsuchte die parentalen Genome nach abstammungsinformativen SNPs.
Abstammungsinformative SNPs sind SNPs, die in C. perifretum und in C. rhenanus fiir unter-
schiedliche Allele fixiert sind. Als AuBengruppe wurde die Spezies C. recei verwendet. Sie
fand insgesamt 101 abstammungsinformative SNP Loci, die in der vorliegenden Arbeit weiter

verwendet werden.
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2.2 Probennahme

2.2.1 Probennahmekonzept

Das Ziel der Probennahme war es, die Hybridzonen und insbesondere die Bereiche der
Bachmiindungen moglichst eng zu beproben. Dies geschah speziell fiir die von Nolte et al.
2006 erstellte Studie jedes Jahr zwischen 2000 und 2005 in Friihling, Sommer und Herbst.
Morphologische Daten, im Speziellen die Stachelbeschuppung hybrider Individuen, wiesen
daraufthin, dass die Hybridzonen wihrend dieses Zeitraums ungefidhr an der gleichen Stelle
geblieben sind. Bei den beprobten Gebieten handelt es sich um Ubergangszonen, in denen
sich die okologischen Faktoren wie FlieBgeschwindigkeit des Wassers, Temperatur und
Lichtverhiltnisse verindern. Sie stellen ideale Gebiete zur Uberpriifung der Faktoren fiir ein
okotones Modell der Hybridzonenbildung dar. Nach einem 6kotonen Modell befindet sich das
Zentrum der Hybridzone innerhalb des steilsten Teils eines 6kologischen Gradienten. In die-
sem Fall handelt es sich um einen Gradienten, der das Potamal, ein Bach Habitat, mit dem
Rithral, einem Fluss Habitat, verbindet. In einem solchen ,,Mischhabitat* konnte man erwar-
ten, dass Hybride einen im Vergleich zu den Elternarten intermedidren Phidnotyp zeigen. In
einer CVA (Canonical Variance Analysis) konnte gezeigt werden, dass Hybriden in der Tat
einen intermedidren Phénotyp zeigen (Nolte 2005a). Fiir eine Cottus Hybridzone in Nordame-
rika, die zwischen C. hubbsi und C. bendirei gebildet wird, konnte fiir die Hybriden ebenfalls

ein intermedidrer Phinotyp nachgewiesen werden (Markle & Hill 2005).

2.2.2 Gebiet der Probennahme

Samtliche Proben fiir diese Arbeit wurden im Jahr 2005 in Nordrhein-Westfalen innerhalb des
Rhein Systems genommen. Genauer gesagt wurden zwei Bach-Fluss-Systeme, entlang derer
sich Hybridzonen der erwihnten Cottus Spezies befinden, intensiv beprobt. Die eine Hybrid-
zone erstreckt sich um den Miindungsbereich des Baches Naaf und die andere um den Miin-
dungsbereich des Baches Brol. Ersterer miindet in den Fluss Sieg und letzterer in den Fluss

Agger (Abb.4).
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Beide Hybridzonen wurden iiber eine Entfernung von ca. 20 km beprobt.
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Abb. 4 Brol BZ und Naaf NZ Hybridzone innerhalb des Rheinsystems. Aus Nolte et al.2006

2.2.3 Orte der Probennahme

An jedem der in Tab.l aufgefiihrten Orte wurden mit einem tragbaren Elektrofischgerit
Groppen betédubt. Den Fischen wurde von der rechten Flosse ein Stiick Gewebe abgeschnitten,

das dann in ein Eppendorfgefal mit HOM-Puffer iiberfiihrt wurde.

Tab.1 Orte der Probennahme, die ihnen zugewiesene Nummer sowie Abkurzung, Anzahl und zugehériger Koordinaten.

Nr. Probenort Abkiirzung | Anzahl |Nérdliche Breite | Ostliche Linge
0 Sieg Meindorf SM 30 50°46'55.50"N 7° 7'47.78"E
1 Sieg zwischen den Briicken Allner SZA 46 50°46'40.32"N 7°17'56.65"E
2 Sieg Briicke Allner SBA 41 50°46'49.56"N 7°18'17.39"E
3 Sieg Briicke SB 134 50°46'50.07"N 7°18'19.69"E
4 Brol Mindung BM 44 50°46'53.50"N 7°18'27.09"E
5 Brol Mischmihle zwischen den Briicken BMB 38 50°47'3.74"N 7°18'30.55"E
6 Brol oberhalb Briicke BOB 53 50°47'5.18"N 7°18'39.98"E
7 Brol Schafswiese BS 100 50°47'10.27"N 7°18'53.09"E
8 Brol stdlich Brol BSB 41 50°47'13.37"N 7°19'46.73"E
9 Brol Winterscheid BW 30 50°47'45.97"N 7°20'23.24"E
10 Agger Campingplatz Lohmar ACL 81 50°49'57.79"N 7°11'54.21"E
11 Agger Donrath FuRgangerbriicke ADF 30 50°51'40.36"N 7°13'46.95"E
12 Naafbach Miindung NM 43 50°51'54.47"N 7°14'20.82"E
13 Naafbach Hausdorf NH 50 50°52'5.03"N 7°16'30.20"E
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2.3 Laborarbeiten

Ziel der Laborarbeiten war es, 768 Individuen fiir 101 der von Stemshorn (2007)
gefundenen informativen Loci zu genotypisieren. Fiir einige Proben war bereits eine DNA
Extraktion durchgefiihrt worden. Fiir diese Proben erfolgte nur noch eine Konzentrationsbe-
stimmung. Noch in HOM-Puffer gelagerte Proben wurden nach folgendem Protokoll DNA

extrahiert.

2.3.1 DNA Salzextraktion
* 500 ul HOM Buffer (80 mM EDTA, 100 mM Tris, and 0.5% SDS) und 5 ul Protein-

ase K zum Gewebe geben
* Inkubation fiir mindestens 3 Stunden bei 55°C
e Zugabe von 500 p1 NaCl Losung (4.5 Molar)
e Zugabe von 300 xl Chloroform und 15 min mischen
e Zentrifugation bei 10.000 rpm fiir 10 min
 Uberfiihrung von 850 p1 der oberen Phase in neues Eppi
* Zugabe von 595 ul Isopropanol (0,7 Volumen) und gut mischen
* Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 10 min
 Uberstand mittels Pumpe absaugen
e Zugabe von 500 p1 70 % Ethanol und Inkubation fiir 5 min im Kiihlschrank
* Wiederholung der beiden letzten Schritte
* Trocknung des Pellets bei Raumtemperatur

* Losung in 50 ul TE-Puffer (10 mM Tris / ImM EDTA)

2.3.2 DNA Messung

Zur Bestimmung der DNA Konzentration der Proben wurde der Nano Drop 1000, ein Spekt-
ralphotometer der Firma Thermo Scientifc, verwendet. Prinzipiell ermittelt das Gerét die von
einem Standard und der Probe absorbierten Lichtmengen, bestimmt ihr Verhiltnis und be-
rechnet mit Hilfe des Lambert Beerschen Gesetzes die Konzentration der Probe. Fiir die Mes-
sung einer Probe wird lediglich ein Volumen von 1-2 ul benétigt. Das Vorgehen bei der Mes-
sung ist folgendes (1) Initialisierung des Instruments mit 1 x1 H20 (2) Blindprobenmessung

mit 1 1 TE-Puffer (3) Probenmessung mit 1-2 u1 in TE-Puffer geloster DNA.
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2.3.3 Aufreinigung der Proben und DNA Fillung

Aufgrund von im Agarose Gel nicht wandernden Banden wurden die Proben mit dem Enzym
RNAse behandelt, um die Proben von moglichen RNA Riickstinden zu befreien. Zusitzlich
wurde bei der Messung derselben Proben mit dem Nano Drop eine erhohte 260/280 Ratios
festgestellt, was nach der Anleitung des Gerits auf Verunreinigungen schlieen lésst.

e Zugabe von 1 ul RNAse

* Zugabe von 5 ul Natriumacetat

* Zugabe von 100 y1 Ethanol

* 30 min warten

e Zentrifugation bei 13.000 rpm

* Zugabe von 500 1 70% Ethanol

e Zentrifugation bei 13.000 rpm

* Absaugen des Uberstandes mittels Pumpe

* Wiederholung des letzten Schrittes

* Losung in 50 ul TE-Puffer

2.3.4 SNaPshot Methode

Mit der SNaPshot Methode konnen Primer fiir mehrere SNP Loci in einem so genannten
Multiplex zusammengefasst werden. Die Zielsequenzen werden gemeinsam in einer Multip-
lex PCR Reaktion bis zu den zu untersuchenden SNPs amplifiziert (Vallone et al. 2004). An
der Stelle, wo sich der SNP befindet, wird ein fluoreszenz-markiertes Nukleotid eingebaut (3),
das im Sequenzer detektiert werden kann. Die bereits erwéhnten 101 Loci wurden zu 14 Mul-

tiplexen zusammengefasst und nach folgendem Protokoll genotypisiert.

(1) Multiplex-PCR

Fiir einen 5yl Ansatz wurden 2.5 ul Qiagen-Multiplex-PCR-Kit, 0.2 u1 Primer-Mix (100 pM),
1.3 ul H20 und 1 u1 DNA verwendet. Die Bedingungen fiir das Cycling Programm wurden
wie folgt eingestellt: 1 Zyklus bei 95°C fiir 15 min, 40 Zyklen bei 94°C fiir 30 s, 40 Zyklen
bei 60°C fiir 1 min 30 s, 40 Zyklen bei 72°C fiir 1 min 30 s, 1 Zyklus bei 72° fiir 10 min, Ab-
kiihlung auf 12°C.
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(2) PCR Produkt Aufreinigung

Fiir einen 3 yl Ansatz wurden 0.12 y1 Exonuklease 1, 0.45 p1 Shrimp Alkaline Phosphatase
und 2.43 ul H20 verwendet. Die Bedingungen fiir das Cycling Programm wurden wie folgt
eingestellt: 1 Zyklus bei 37°C fiir 45 min, 1 Zyklus bei 80°C fiir 20 min und Abkiihlung bei
12°C.

(3) Extension Primer Reaktion

Fiir einen 10 1 Ansatz wurden 2 pl aufgereinigtes PCR Produkt, 1 x1 Extension Primer Mix,
0.5 ul Snapshot Multiplex Kit und 6.5 1 H20 verwendet. Die Bedingungen fiir das Cycling
Programm wurden wie folgt eingestellt: 40 Zyklen bei 95°C fiir 10 s, 40 Zyklen bei 50°C fiir
55,40 Zyklen bei 60°C fiir 30 s und Abkiihlung auf 12°C.

(4) Beseitigung nicht eingebauter ddN'TPs

Zugabe von 1 ul Shrimp Alkaline Phosphatase zu den Reaktionen. Es wurde folgendes Cyc-
ling Programm benutzt: 1 Zyklus bei 37°C fiir 60 min, 1 Zyklus bei 75°C fiir 1 min und Ab-
kiihlung auf 12°C

(5) Vorbereitungen fiir die Genotypisierung

Verdiinnung der Snapshot Produkte mit 100 1 H,O und anschlieende Inkubation fiir 30 min
bei Raumtemperatur. Fiir eine 96er Platte wurde 1 ml HiDi mit 10 1 LIZ GroBenstandard
vermischt. Fiir einen 10 yl1 Ansatz wurden 9 pl des Standardgemischs und 1 pl verdiinntes
Snapshot Produkt verwendet. Anschlieend erfolgte eine Denaturierung bei 95°C fiir 5 min
und sofortige Abkiihlung in Eiswasser.

(6) Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte einem Sequenzierer der Firma ABI und des Typs 3730.
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(7) Editierung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Applied Biosystems Software Gene Mapper. Mit
diesem Programm kann bestimmt werden, ob ein Individuum an einem bestimmten Lokus
homozygot oder heterozygot ist. Ist ein Individuum homozygot wird nur ein Peak, ist ein In-
dividuum heterozygot werden zwei Peaks detektiert. Da manche Allele von der Software

nicht als solche erkannt werden, miissen diese manuell nacheditiert werden.
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Abb. 5 Auschnitt der Genemapperoberflache. Grau markiert sind verschiedene Loci eines Individuums. Die Farben rot, griin,

blau und schwarz beziehen sich auf unterschiedliche Allele. Heterozygote Genotypen zeigen zwei homozygote einen Peak.

Wihrend der Auswertung stellte sich heraus, dass unter den 101 Loci acht monomorphe Loci
waren. Diese und drei weitere Locli, fiir die tiber 40 % der Individuen nicht genotypisiert wer-
den konnten, wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Aulerdem wurden 75 Indivi-
duen, bei denen iiber 50 % der Loci nicht amplifiziert werden konnten, dem Datensatz ent-
nommen. Auflerdem wurden 7 Individuen die Vertreter verschiedener Cotfus Spezies sind aus
dem Datensatz entfernt. Diese werden unter Umstéinden spiter fiir phylogenetische Untersu-

chungen verwendet.
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2.4 Datenanalyse

2.4.1 GENEPOP

Das Programm GENEPOP ist eine Software zur Bestimmung von populationsgenetischen Pa-
rametern wie z.B. F fiir den Grad genetischer Differenzierung zwischen Populationen oder
LD das Kopplungsungleichgewicht zwischen Loci innerhalb von Populationen (Raymond &
Rousset 1995). In dieser Arbeit wurde die Internetversion von GENEPOP verwendet, um die
parentalen Populationen (C. perifretum im Fluss Sieg und C. rhenanus in den Béchen Brol
und Naaf) fiir die genotypisierten Loci auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht zu untersuchen. Hierfiir wurde der von Haldane (1954) entworfene Test (Opti-
on 1- Suboption 3) mit der HO-Hypothese zufilliger Verpaarung verwendet. Ziel war es, sol-
che Loci zu identifizieren, bei denen es eventuell zu Nullallelen gekommen ist. Nullallele sind
nicht amplifizierte Allele. Sie entstehen z.B. durch Mutationen in der Primerbindungssequenz
(Callen et al. 1993) und fiihren zu einem Defizit von heterozygoten Genotypen. Auflerdem
wurde der Grad genetischer Differenzierung F,, zwischen den parentalen Populationen be-

stimmt.

2.4.2 STRUCTURE

Bei STRUCTURE handelt es sich um eine Populationsgenetische Software, die anhand von
multilokus Genotyp Daten mit verschiedenen Markertypen z.B. SNPs, Mikrosatelliten oder
RLFPs die Anzahl vermeintlicher Populationen K berechnen (Pritchard et al. 2000) kann.
Jedem Individuum wird dabei ein Abstammungskoeffizient zugewiesen, der angibt, mit wel-
cher Wahrscheinlichkeit ein Individuum einer vermeintlichen Population zugeordnet werden
kann. Die Methode nimmt an, dass Loci nicht gekoppelt sind, sich also innerhalb von Popula-
tionen im Kopplungsgleichgewicht befinden. AuBerdem wird angenommen, dass sich Popu-
lationen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befinden. STRUCTURE ordnet also die Populatio-
nen so, dass Hardy-Weinberg-Abweichungen minimiert werden. Eine der ersten Anwendun-
gen von STRUCTURE auf einen SNP Datensatz mit 1056 Individuen von 52 menschlichen Po-
pulationen ergab, dass zwischen 93 — 95 % der genetischen Variation auf individuelle Unter-
schiede innerhalb von Populationen und nur 3 — 4 % der genetischen Variation auf Unter-
schiede zwischen Populationen zuriickzufiihren ist (Rosenberg et al. 2002). Die Bestimmung
der Populationsstruktur ist fiir ein effektives Management und den Erhalt von Wildtierbestin-
den sehr wichtig (Halbert & Derr 2008). Uber ein gezieltes Umsiedeln von Individuen kann
eine eventuelle Inzuchtdepression, d.h. eine Verarmung genetischer Diversitidt verhindert

werden, die zur Gefdahrdung oder zum Aussterben einer Population fiihren kann.
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In dieser Arbeit wird STRUCTURE als Werkzeug benutzt, um den Verlauf der untersuchten
Hybridzonen zu kartieren. Die Anzahl der innerhalb des Sieg Systems vorhandenen und zu
erwartenden Populationen ist aus der Studie von Nolte et al. 2006 bekannt. Es handelt sich
dabei fiir jede Hybridzone um jeweils zwei Populationen d.h. die invasive Linie im Fluss- und
C. rhenanus im Bachhabitat.

Die STRUCTURE Analyse erfolgte fiir jede Hybridzone einzeln. Der Datensatz fiir die Brol
Zone enthielt 497 Individuen und der fiir die Naaf Zone 218 Individuen. Die Simulationen fiir
beide Datensidtze wurden mit 85 Loci durchgefiihrt. Die Simulationsparameter Burnin und
Run Length wurden beide auf 50.000 eingestellt. Ein Burnin zwischen 10.000 — 100.000 wird
in der STRUCTURE Anleitung fiir die meisten Félle als addquat beschrieben. Die Run Length
wurde versuchsweise auf 50.000 eingestellt. Fiir jedes K wurden fiinf Wiederholungen durch-

gefiihrt.

2.4.3 INTROGRESS

INTROGRESS (Gompert & Burkle 2009) ist ein Software Paket fiir die Statistik Software R. Es
verwendet wie STRUCTURE multilokus Genotypen Daten. Gompert und Buerkle entwickelten
die implementierte Methode, die sich der natiirlichen Hybridisierung zweier differenzierter
Linien bedient, um die genetischen Grundlagen fiir reproduktive Isolation und adaptive
Introgression zu erforschen. Die Methode verwendet eine multinomiale Regression zur Er-
stellung genomischer Klinen fiir einzelne Loci. Genomische Klinen sind Genotypfrequenzen
aufgetragen entlang eines Hybridindex, welcher den genetischen Beitrag der parentalen Spe-
zies zum Genotyp eines Individuums quantifiziert (Gompert & Buerkle 2008). Loci, die signi-
fikant von einem neutralen Modell genomweiter Hybridisierung abweichen, sind potentiell
unter Selektion und tragen entweder zur reproduktiven Isolation oder zur adaptiven Introgres-
sion bei. Zu Abweichungen von einem neutralen Modell kommt es im Speziellen, wenn be-
stimmte Genotypen an einem Lokus iliber oder unterreprisentiert sind. Es werden insgesamt 6
verschiedene Muster von Abweichungen unterschieden. Dabei werden an einem Lokus ho-
mozygote und heterozygote Genotypen getrennt voneinander betrachtet. Fiir homozygote Ge-
notypen konnen positive und negative Selektion sowie Epistasis und erhohte Hybridisierung
als Muster detektiert werden. Fiir heterozygote Genotypen sind es die Muster der Uber- und

Unterdominanz.
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Abb.6 Genomische Klinen als Beispiel fur die vorgenommene Bewertung unterschiedlicher Introgressionsmuster : N = neutral,
S = nicht neutral, PS = positive Selektion, NS = negative Selektion, OD = Uberdominanz, UD = Unterdominanz, E = Epistasie,
IA = erhéhte Hybridisierung. Die Plots lesen sich wie folgt: In der rechten oberen Ecke finden sich Lokus Name und P-Wert.
Entlang der x — Achse findet sich der Hybridindex, welcher den Anteil von Allelen der invasiven Linie angibt. Ein Hybridindex
von Null zeigt an, dass der multilokus Genotyp eines Individuums nur aus Allelen der invasiven Linie besteht. Entlang der y —
Achse findet sich die Wahrscheinlichkeit, einen bestimmten Genotyp an einem Lokus zu finden. Die griinen Bander bzw. Klinen
sind die 95 % Konfidenzintervalle fir 1000 Simulationen eines neutralen Modells genomweiter Hybridisierung. Die dunkelgriinen
Bander beziehen sich auf homozygote, die hellgriinen auf heterozygote Genotypen. Die offenen Kreise stellen die Genotypen
Daten einzelner Individuen an diesem Lokus dar. Die oberste Zeile zeigt die Individuen an, die an diesem Lokus homozygot fur
das invasive Allel sind, die mittlere die fir diesen Lokus heterozygoten Individuen und die untere die an diesem Lokus fir das C.
rhenanus Allel homozygoten Individuen. Die schwarze durchgezogene Linie bzw. Kline wurde berechnet auf Basis der be-
obachteten Daten und wird bewertet in Bezug auf das dunkelgriine Band. Die gestrichelte Linie bzw. Kline beruht ebenfalls auf
beobachteten Daten und wird bewertet in Bezug auf das hellgrine Band.

Zur Interpretation der Muster ist eine genauere Betrachtung des Hybridindex notwendig. Der
Hybridindex reicht von 0, dem genomischen Hintergrund der Referenzspezies, bis 1 in den
genomischen Hintergrund der Alternativspezies. Er basiert auf multilokus Daten (Buerkle
2005). Die Auswahl der Referenzspezies ist willkiirlich. Die Abweichungsmuster beziehen
sich allerdings auf die Allele der Referenzspezies. In dieser Studie wurde die invasive Linie

als Referenzspezies gewihlt.
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Detektiert die Methode an einem Lokus positive Selektion, finden sich mehr homozygote Ge-
notypen und damit mehr Allele der invasiven Spezies im Genpool der Hybriden als nach ei-
nem neutralen Modell genomweiter Hybridisierung zu erwarten wire. Dies bedeutet aber
gleichzeitig, dass sich an diesem Lokus weniger homozygote Genotypen und damit weniger
Allele von C. rhenanus im Genpool der Hybriden wieder finden, als nach einem neutralen
Modell zu erwarten wire. Fiir das Muster der negativen Selektion verhilt es sich mit Genoty-
pen und Spezies genau gegenteilig.

Zum besseren Verstindnis des methodischen Musters der Epistasie sollen hier einige Grund-
lagen rekapituliert werden. Unter Epistasie versteht man die Wechselwirkung einzelner Gen-
loci. Bei der Hybridisierung von zwei genetisch unterschiedlichen Spezies kann es passieren,
dass es zu negativen Wechselwirkungen zwischen Loci der beteiligten Spezies kommt, die die
Fitness von Hybriden vermindern. Bateson, Dobhanzky und Miiller arbeiteten alle an der
Entwicklung eines Modells zur Beschreibung der Grundlagen solcher genetischer Inkompabi-
litdten. Aus diesem Grunde werden negative epistatische Wechselwirkungen auch als BDM
Inkompabilititen bezeichnet (Arnold 2001). Diese spielen eine entscheidende Rolle fiir die
Formierung von Hybridzonen innerhalb des Spannungszonen Modells. Das in INTROGRESS
verwendete Modell der Epistasie integriert die Vorstellung, dass der Genotyp einer Spezies
optimiert ist, d.h. die den Genotyp konstituierenden Loci sind in ihren Wechselwirkungen
aufeinander abgestimmt (Mayr 2005). Es untersucht im Gegensatz zu klassischen BDM In-
kompabilititen die Wechselwirkung eines einzelnen Lokus mit dem genetischen Hintergrund.
Das Modell geht von Folgendem aus: Ist ein Lokus unter Selektion in der Referenzspezies fiir
ein bestimmtes Allel fixiert, sollten sich fiir diesen Lokus homozygote Genotypen auch héufi-
ger im genetischen Hintergrund der Referenzspezies als im genetischen Hintergrund der Al-
ternativspezies wieder finden, da Allele der Referenzspezies im genetischen Hintergrund der
Alternativspezies wahrscheinlich vermehrt zu negativen epistatischen Wechselwirkungen
fiihren. Die Methode detektiert mit dem Muster der Epistasie demnach Allele, die integraler
Bestandteil eines bestimmten genomischen Hintergrundes sind, und deshalb vermehrt in die-
sem auftreten. Fiir das Muster der erhohten Hybridisierung wird angenommen, dass Allele aus
der Referenzspezies im genetischen Hintergrund der Alternativspezies zu positiven epistati-

schen Wechselwirkungen fiihren.
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Die Muster der Uber- oder Unterdominanz stehen biologisch in folgendem Kontext. Findet
sich an einem Lokus das Muster der Uberdominanz, so bedeutet dies, dass mehr heterozygote
Genotypen vorhanden sind, als nach einem neutralen Modell zu erwarten wéren. Fiir das
Muster der Unterdominanz ist das Gegenteil der Fall. Beide Muster sind wesentlich fiir die
Bestimmung der Fitness hybrider Genotypen, denn sind bestimmte parentale Allelkombinati-
onen an einem Lokus héufiger oder weniger hiufig zu finden als erwartet, steht die entspre-
chende Region moglicherweise mit einer gesteigerten oder verminderten Hybridenfitness in
Verbindung. Zur konkreten Identifizierung von tiberdominanten Loci werden hdufig Inzucht-
linien verwendet (Semel 2005). Es sei in diesem Zusammenhang erneut darauthin gewiesen,
dass mit der Fitness eines Genotyps dessen Héufigkeit an einem Lokus gemeint ist. Es handelt
sich dabei nicht um die Fitness eines Gesamtgenotyps fiir ein hybrides Individuum. Die Me-
thode bestimmt demnach keine klassische absolute oder relative Fitness, sondern Abweichun-
gen der Hiufigkeiten von Genotypen von einem neutralen Modell genomweiter Hybridisie-
rung, die auf Regionen innerhalb des Hybridgenoms hinweisen, welche mit reproduktiver
Isolation oder adaptiver Introgression zu tun haben und dadurch indirekt einen Einfluss auf
die Fitness von Hybriden haben. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Unterdominanz und
Epistatsis die Muster sind, die sich zum Auffinden von genomischen Regionen, die mit repro-
duktiver Isolation in Verbindung stehen, besonders eignen. Uberdominanz, positive und ne-
gative Selektion sind die Muster, die sich zum Auffinden von genomischen Regionen beson-
ders eignen, die mit erhohter Hybridenfitness und adaptiver Introgression in Verbindung ste-
hen konnten. Signifikante Abweichungen von einem neutralen Modell werden von der Me-
thode in Form eines P-Wertes registriert. Die Beurteilung der Muster erfolgt visuell entspre-
chend (Abb.6). Obwohl fiir einige Loci signifikante Abweichungen registriert wurden, waren
fiir diese grafisch keine Abweichungen zu erkennen. Fiir diese Loci wurde die Entscheidung,

ob sich ein Lokus neutral oder abweichend verhilt, visuell vorgenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 GENEPOP

Von den anfangs 101 Markern wurden 11 Loci, die sich fiir die weitere Analyse nicht eigne-
ten, dem Datensatz entnommen. Die verbleibenden 90 wurden auf Abweichungen vom Hardy
Weinberg Gleichgewicht (HWG) in den parentalen Populationen (C. perifretum im Fluss Sieg
und C. rhenanus in den Béchen Brol und Naaf) iiberpriift. Loci, die signifikante Abweichun-
gen vom HWG zeigten, wurden hinsichtlich ihrer korrekten Genotypisierung iiberpriift. Von
den 13 Loci, die signifikante HWG Abweichungen (Anhang 1) zeigten, wurden 5 aufgrund
von Unsicherheiten bei der Genotypisierung aus dem Datensatz entfernt. Die restlichen 8 Loci
(cott68, co577, cod449, co391-m13, co434-m13, cand54, co78, co539) wurden im Datensatz
belassen, da Abweichungen vom Hardy Weinberg Gleichgewicht nicht nur durch Nullallele
verursacht werden konnen. Fiir die genetische Differenzierung ergaben sich folgende Werte
C. rhenanus Brol versus C. perifretum Fst = 0,61, C. rhenanus Naaf versus C. perifretum Fst

= 0,66 und C. rhenanus Brol versus C. rhenanus Naaf Fst = 0,33.

3.2 STRUCTURE

Fiir beide Hybridzonen ergab sich fiir die vermeintliche Anzahl von Populationen K ein Wert
von 2. Der richtige K-Wert ist meistens der kleinste der Plateauwerte, d.h. der Werte, bei de-
nen ein hoheres K nicht zu einer Erhohung in Ln P(D) fiihrt. Ein weiterer Indikator fiir das
Vorhandensein von Populationsstruktur ist ein wéhrend eines Laufs kaum schwankender

Alpha-Wert, was fiir beide Hybridzonen bei K = 2 der Fall war.

Brol Naaf
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Abb.7 Schatzung Ln P(D) fir die Anzahl vermeintlicher Populationen K mittels des Admixture Modells in STRUCTURE. Fur jedes

K wurden 5 Wiederholungen der Simulation durchgefihrt.
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SM SZA SBA SB BM BMB BOB BS BSB BW

Abb.8 Populationsstruktur fur die Brol Hybridzone. Genotypisierte Individuen entsprechen horizontalen Linien aufgeteilt in K = 2
Segmente, die dem Anteil an einem genetischen Cluster entsprechen. Rot = invasive Linie und grin = C. rhenanus. Schwarze
vertikale Linien trennen die Orte der Probennahme SM (Sieg Meindorf), SBA (Sieg Briicke Allner), SZA (Sieg zwischen den
Briicken Allner), SB (Sieg Bricke), BM (Brél Mindung), BMB (Brél Mischmuhle zwischen den Bricken), BOB (Brél oberhalb
Briicke), BS (Brol Schafswiese), BSB (Brdl sudlich Brél), BW (Brdl Winterscheid). Fur Koordinaten siehe Tab.1

Aus den Bar Plots fiir die Brol (Abb.8) und die Naaf (Abb.9) Hybridzone wird ersichtlich,
dass die Individuen innerhalb der Hybridzone zum Teil sehr unterschiedliche Anteile an ge-
netischem Material von den Elternarten enthalten. Vergleicht man die beiden Hybridzonen
um den Miindungsbereich, scheint es, als ob in der Brol oberhalb der Miindung der genetische
Anteil der invasiven Linie hoher ist als oberhalb der Miindung in der Naaf. Innerhalb der Brol
Hybridzone scheinen weit unterhalb der Miindung noch genetisch hundertprozentige
C. rhenanus Individuen und oberhalb der Miindung noch genetisch hundertprozentige Indivi-
duen der invasiven Linie vorzukommen (Abb.9) Wihrend der Oberlauf des Naaf Baches
(NH) einen genetisch homogenen C. rhenanus Cluster bildet, finden sich im Brol Oberlauf
(BW) noch Individuen mit einem geringen Anteil genetischen Materials der invasiven Linie.
Auch in der parentalen Population (SM) der invasiven Linie findet sich anscheinend bei eini-

gen Individuen genetisches Material aus C. rhenanus.

SM ACL ADF NM NH

Abb.9 Populationsstruktur fir die Naaf Hybridzone. Genotypisierte Individuen entsprechen horizontalen Linien aufgeteilt in K =
2 Segmente, die dem Anteil an einem genetischen Cluster entsprechen. Rot = invasive Linie und griin = C. rhenanus. Schwarze
vertikale Linien trennen die Orte der Probennahme SM (Sieg Meindorf), ACL (Agger Campingplatz Lohmar), ADF (Agger Don-
rath FuBgangerbricke), NM (Naafbach Mindung), NH (Naafbach Hausdorf)
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Mittels der in STRUCTURE fiir jedes Individuum berechneten Abstammungskoeffizienten
wurde fiir jede Hybridzone eine geographische Kline erstellt. Fiir jeden Datensatz wurde eine

logistische Regression durchgefiihrt und eine sigmoidale Kurve gefittet (Abb.10).
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Abb.10 Abstammungskoeffizienten genotypisierter Individuen entlang eines 6kologischen Gradienten von einem Bach- in ein
Flusshabitat aufgetragen von links nach rechts. Der Mindungsbereich befindet sich bei Kilometer Null. Die schwarzen Punkte
und die blauen Kurven beziehen sich auf SNP Daten des Jahres 2005. Die weilen Punkte und griinen Kurven beziehen sich

auf STR Daten des Jahres 2003. Anteil genetischen Materials bezieht sich auf die Spezies C. rhenanus.

Um einen Vergleich zwischen zwei unterschiedlichen Jahren anstellen zu konnen, wurden die
von Nolte et al. 2006 erhobenen Mikrosatelliten Daten mit Genehmigung integriert. Die Kli-
nen zeigen fiir beide Markertypen und beide Hybridzonen einen dhnlich steilen Verlauf. Fiir
die Naaf Zone werden die Daten mittels der Regression ein wenig besser beschrieben, was aus
den fiir diese Zone groBeren Korrelationskoeffizienten hervorgeht. Auflerdem wurde die Kli-
nenbreite, definiert als der Kehrwert der maximalen Steigung (Harrison 1993, p.16), fiir beide
Datensitze und Hybridzonen berechnet. Die Breite der Kline betrégt fiir die Brol Zone be-
rechnet anhand von SNP Daten 1,2 km und berechnet anhand von STR Daten 1,96 km. Fiir
die Naaf Zone ergab sich fiir SNP Daten ein Wert von 3,12 km und fiir STR Daten ein Wert
von 2,3 km fiir die Breite der Kline. Innerhalb der Naaf Zone wurden noch 5 Kilometer unter-

halb der Miindung Hybride gefunden.
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3.3 INTROGRESS

Wihlt man allein den P-Wert als Entscheidung, ob ein Lokus einem neutralen oder einem
nicht neutralen Muster folgt, ergibt sich fiir beide Hybridzonen fiir 85 genotypisierte Loci nur
ein neutraler Lokus, was einem prozentualen Anteil von 1 % entspricht. Mit der visuellen
Bestimmung wurden fiir die Brol 3 und fiir die Naaf Zone 6 Loci als neutral klassifiziert
(Tab.2). Im folgenden Abschnitt erfolgt sowohl die Darstellung der Ergebnisse der
INTROGRESS Analyse fiir die genotypisierten SNPs, als auch ein Vergleich zum Mikrosatelli-
ten Datensatz des Jahres 2003. Die Bewertung der Muster fiir die einzelnen Loci und die da-

zugehorigen genomischen Klinen finden sich im Anhang 4-6.

Tab.2 Verteilung der Loci auf Modell Kategorien des Programms INTROGRESS in absoluten Zahlen. Rot markiert ist der
SNP (Einzelnukleotidpolymorphismen) Datensatz mit 85 Loci des Jahres 2005 und blau markiert ist der STR (Mikrosa-
tellitendatensatz) mit 168 Loci des Jahres 2003 fiir die Hybridzonen B6l und Naaf. Loci, die in beiden Hybridzonen das

gleiche Muster zeigen, werden unter der Kategorie ,,Beide“ aufgefiihrt.

Hybridzone Brol Naaf Beide Broel Naaf Beide
Nicht-Neutral 76 72 69 85 85 48
Neutral 3 6 0 83 83 46
positive Selektion 12 8 6 19 10 2
negative Selektion 57 58 52 28 39 9
Unterdominanz 6 4 3 43 36 14
Uberdominanz 4 6 2 4 6 0
Epistasis 6 3 1 1 0 0
erhohte Vermischung 0 0 0 2 2 2
Ausfille 6 7 6 0 0 0

Aufgrund der unterschiedlichen Anzahl Marker fiir den SNP und den STR Datensatz wurde
die obige Tabelle in Prozentwerte transformiert (Tab.3). Die Analyse des SNP Datensatzes
ergab, dass sowohl in der Brol als auch in der Naaf Hybridzone iiber 80 % der Loci von dem
neutralen Modell genomweiter Hybridisierung abweichen. Dem neutralen Modell entsprachen
4 % der Marker in der Broel, d.h. 3 von 85 und 7 % der Marker in der Naaf Zone, d.h. 6 von
85.
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Tab.3 Verteilung der Loci auf Modell Kategorien des Programms INTROGRESS in Prozent. Rot markiert ist der SNP Da-
tensatz des Jahres 2005 und blau markiert ist der Mikrosatellitendatensatz des Jahres 2003 fiir die Hybridzonen Bol

und Naaf. Loci die in beiden Hybridzonen das gleiche Muster zeigen werden unter der Kategorie ,,Beide“ aufgefiihrt.

Prozent SNPs

Hybridzone Brol Naaf Both Broel Naaf Both
Nicht-Neutral 89 85 81 51 51 29
Neutral 4 7 0 49 49 27
positive selektion 14 9 7 11 6 1
negative selektion 67 68 61 17 23 5
Unterdominanz 7 5 4 26 21 8
Uberdominanz 5 2 2 4 0
Epistasis 4 1 1 0 0
erhohte Hybridisierung 0 0 0 1 1 1
Ausfille 7 8 7 0 0 0

Sehr groBe Ubereinstimmung zeigen beide Zonen hinsichtlich der Anzahl von Loci mit einem
Muster negativer Selektion, die sowohl fiir die Brol als auch fiir die Naaf Zone ca. 70 % aus-
machen. Auch stimmen die Zonen hinsichtlich der Groenordnung von Markern, die Muster
der Uber- und Unterdominanz zeigen, mit 5 — 7 % gut miteinander iiberein. Es ist wichtig zu
bemerken, dass die gleichen Loci in unterschiedlichen Hybridzonen verschiedene Muster zei-
gen konnen. In der Brol Zone zeigen 12 (14%) und in der Naaf Zone 8 (9%) der Loci ein
Muster von positiver Selektion. Es gibt 6 Loci, die beziiglich dieses Musters zwischen den
Zonen iibereinstimmen.

Der grofite Unterschied zwischen dem Mikrosatelliten STR und dem SNP Datensatz besteht
in dem Prozentsatz neutraler Loci. Wihrend bei dem STR Datensatz lediglich ca. 50 % der
Loci einem neutralen Muster folgten, waren es bei dem SNP Datensatz ca. 80 %. Ein weiterer
wesentlicher Unterschied zeigte sich fiir das Muster der Unterdominanz. Wihrend bei dem
STR Datensatz je nach Zone 21 % (Naaf) oder 26 % (Brol) der Loci ein solches Muster zeig-
ten, lag der Anteil bei dem SNP Datensatz bei 7 % (Naaf) oder 14 % (Brol).

Neben den Unterschieden gibt es aber auch Gemeinsamkeiten. Der Anteil der Loci, welche
ein Muster der positiven Selektion zeigen, liegt fiir beide Datensétze und Zonen zwischen 6
—14 %, d.h. ungefihr in der gleichen GréBenordnung. Fiir beide Datensétze und Hybridzonen
zeigen relativ wenige Loci die Muster Uberdominanz (5 — 6 %), Epistasie (0 — 7%) und er-

hohte Hybridisierung (0 — 2 %).
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Tab.4 SNP Loci, die in der Brol und der Naaf Hybridzone gleiche Muster aufweisen (oliv markiert). Aufgrund der groRen
libereinstimmung von Loci mit einem Muster negativer Selektion zwischen den Zonen werden diese nicht alle einzeln

aufgefiihrt.

Brél Naaf Brél Naaf
Neutral cand 64 co373-sp6 Epistasie c0349-m13 c0349-m13
co376 c0492 co407 co414
co534 co311 co373-sp6 co434-sp6
co577 co434-sp6
c0346sp6 co311
co481 c0539-m13
Gesamt 3 6 Gesamt 6 3

Uberdominanz co407 cand64 Unterdominanz c0434-sp6 c0434-sp6
co373-sp6 co449 c0572-m13 c0572-m13
cod44 cod44 c0349-m13 c0349-m13
co470 co470 co577-m13 co40
cott153 co481
c0303 cand26
Gesamt 4 6 Gesamt 6 4

Positive Selektion co413 co413 Negative Selektion cand24 cand24
cand27 cand27 co425 co425
cand34 cand34 Cco476-sp6 Cco476-sp6

c0547-m13 c0547-m13 cott197 cott197

c0391-m13 c0391-m13 cotte9 cotte9
c0340 c0340 co804 co804
co325 co830 LCE21 LCE21
co577 co534 co0527 co0527
cott43 co0306 co0306
co414 co421 co421
co481 co445 co445

cand26
Gesamt 12 8 Gesamt 57 58

Von den 6 Loci, die ein Muster von positiver Selektion zeigen und zwischen den Hybridzonen
Naaf und Brol iibereinstimmen, sind 4 mit der Stachelbeschuppung assoziiert (Anhang 2). Die
Loci, die ein Muster negativer Selektion zeigen, sind oft in Blocks von 3-5 Loci auf einer
Kopplungsgruppe der genetischen Karte des Cottus Genoms zu finden (Anhang 3). Kopp-
lungsgruppen mit Blocks von Loci, die ein Muster negativer Selektion aufweisen, sind die

Gruppen 2,3,5, 10, 18 und 20.
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4. Diskussion

Anscheinend sind Nullallele in diesem Datensatz nicht prevalent. Lediglich fiinf von 13 vom
HWG abweichende Loci lieBen bei genauerer Untersuchung auf technische Schwierigkeiten
bei der Genotypisierung schlieBen. Allerdings ist nicht sicher, dass fiir die 90 untersuchten
Loci tatsdchlich alle vom HWG abweichenden Loci detektiert wurden, denn es ist zwischen
Abweichungen vom HWG und statistisch signifikanten Abweichungen vom HWG zu unter-
scheiden (Rodriguez et al. 2009). Generell steigt mit einer grofleren Stichprobe die Wahr-
scheinlichkeit, statistisch signifikante Abweichungen zu detektieren, denn der Fehler 2. Art,
d.h. Beibehaltung der Nullhypothese (zufillige Verpaarung), obwohl sie falsch ist, wird ver-
ringert. Allerdings konnen auch noch bei Stichproben von N = 1000 je nach Héufigkeit des
weniger hiufigen Allels Fehler 1. Art, d.h. Ablehnung der Nullhypothese, obwohl sie richtig
ist, auftreten (Wiggington et al. 2005). Der Stichprobenumfang betrug fiir die parentalen Po-
pulationen zwischen 30 und 50 Individuen. Alle drei Stichproben befinden sich in der glei-
chen GroBenordnung, weshalb fiir keine der Stichproben mit einer iiberproportional héheren
Detektion von Loci zu rechnen war, welche vom HWG abweichen. Tatsédchlich lag die An-
zahl von Loci mit HWG Abweichungen fiir die parentalen Populationen mit 3 — 5 Loci in der
gleichen GroBenordnung. In dieser Arbeit wurden Abweichungen vom HWG verwendet, um
Loci zu finden, die eventuell eine fehlerhafte Genotypisierung zeigen. Diese Loci wurden
hinsichtlich der Fehler bei der Auswertung iiberpriift. Verschiedene Modelle fiir die methodi-
sche Detektion von Genotypisierungsfehlern mittels Abweichungen vom HWG und deren
Verbindung zur Stichprobengrofle finden sich bei Leal (2005).

Abweichungen vom HWG konnen nicht nur durch fehlerhafte Amplifikation von Allelen er-
zeugt werden, sondern vor allem durch die wesentlichen Faktoren der Evolution d.h. Selekti-
on, Mutation, Migration, genetische Drift und assortative oder nicht zuféllige Verpaarung. Es
ist allerdings durchaus moglich, dass die Effekte dieser Faktoren sich gegenseitig auftheben,
so dass sich ein Lokus formal im HWG befindet, obwohl Evolutionsfaktoren wirken (Guo &
Thompson 1992). Nicht zufillige Stichproben sind eine weitere Moglichkeit fiir Abweichun-
gen vom HWG (Rodriguez et al. 2009). AuBlerdem konnen Abweichungen vom HWG unter
Umstiinden auch mit biologischen Mechanismen wie der Uberlebensfihigkeit des Embryos in

Verbindung stehen (Vine & Curtis 2009).
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Aus der Clusteranalyse ging fiir die Anzahl vermeintlicher Populationen fiir jede Hybridzone
ein K-Wert von 2 hervor. Ein Wert von K = 2 ist im Allgemeinen fiir Hybridzonen zu erwar-
ten, denn innerhalb von Hybridzonen kommt es zur Vermischung der Genome zweier unter-
schiedlicher Spezies. In diesem Fall sind es die Genome von C. rhenanus und der invasiven
Linie. Dass innerhalb der Brol Hybridzone weit unterhalb der Miindung noch Individuen vor-
kommen, die zu 100 % dem C. rhenanus Cluster zugeordnet werden, und weit oberhalb der
Brol Miindung noch Individuen vorkommen, die zu 100 % der invasiven Linie zugeordnet
werden, ist entweder auf eine fehlerhafte Genotypisierung oder auf Migration einzelner Indi-
viduen zuriickzufiihren (Abb.8). Es scheint der invasiven Linie nicht gelungen zu sein, die
Biche bis in den Oberlauf zu kolonialisieren. Ausgehend von der durchschnittlichen Besied-
lungsgeschwindigkeit des Sieg Systems durch die invasive Linie von 4 — 8 km pro Jahr inner-
halb der Jahre 1991 bis 2001 (Nolte et. al 2005b), ist dies erstaunlich. Dass die invasive Linie
das Potential besitzt, Bachhabitate zu besiedeln, beweisen der Pleisbach und der Wahnbach,
die zum Teil von der invasiven Linie kolonisiert werden konnten (Nolte et. al 2006). Die
steilen geographischen Klinen weisen daraufhin, dass starke Selektion gegen parentale Ge-
notypen in alternativen Habitaten und gegen Hybride auBerhalb des Miindungsbereich den
Hybridzonen ihre Form gibt (Moore 1977, Barton 1983). Hybridzonen sind dynamische Sys-
teme, deren Lage und Stabilitdt von einer Vielzahl von Faktoren, z.B. der Populationsdichte
und Ausbreitung der beteiligten Spezies, abhingt (Barton & Hewitt 1985). Stabile Hybridzo-
nen konnen durch ein Gleichgewicht von Migration und Selektion oder durch eine gesteigerte
Fitness von Hybriden, gekoppelt an ein spezielles Habitat, entstehen (Moore 1984). Da sich
die hier untersuchten Hybridzonen erst vor ca. 20 Jahren durch sekundédren Kontakt formiert
haben, ist nicht davon auszugehen, dass sich bereits ein Gleichgewicht von Ausbreitung und
Selektion eingestellt hat und die Zonen insofern, was Lage und Breite angeht, durchaus jahrli-
che Variationen zeigen konnen. Vergleicht man SNP gegeniiber STR Daten ergab sich fiir die
Brol Zone eine Verschmilerung und fiir die Naaf Zone eine Verbreiterung der Klinenbreite
um ca. 800 m. Allerdings sind diese Ergebnisse kritisch zu beurteilen, denn es wurden fiir
beide Zonen und Jahre nicht die exakt gleichen Orte beprobt. Die Tatsache, dass innerhalb der
Naaf Zone noch 5 Kilometer unterhalb der Miindung Hybride gefunden wurden, ldsst nur auf
eine mogliche Verbreiterung der Hybridzone schlielen, da im Jahr 2003 dieser Ort nicht be-
probt wurde. Die ,,Verschmaélerung® der Brol Hybridzone héngt wahrscheinlich eher mit der
engeren Beprobung des Miindungsbereiches und einer geringen Beprobung des Flussberei-

ches im Jahr 2005 zusammen.
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Auch wenn die verschiedenen Jahre aufgrund der unterschiedlichen Beprobung nicht exakt
miteinander vergleichbar sind, so stimmen die bestimmten Breiten der Klinen zumindest in
der GroBenordnung miteinander iiberein.

Aus der INTROGRESS Analyse ging hervor, dass es starke Selektion gegen invasive Allele im
Genpool der Hybriden gibt, denn in beiden Hybridzonen zeigten ca. 70% der Marker ein
Muster von negativer Selektion, d.h. invasive Allele sind im Genpool der Hybriden unterrep-
rasentiert. Werden invasive Allele negativ selektiert, bedeutet dies gleichzeitig, dass C. rhe-
nanus Allele an den entsprechenden Loci positiv selektiert sind. Es kam im Jahr 2005 dem-
nach zu einem stirkeren Genfluss von Allelen aus der C. rhenanus Population in den Genpool
der Hybriden. Ein solcher asymmetrischer Genfluss kann temporér z.B. durch ein Hochwasser
verursacht werden, bei dem Individuen vermehrt stromabwirts transportiert werden (Crespin
& Berrebi 1998). Da solche Hochwasserereignisse im Sieg System jédhrlich vorkommen
(Nolte personliche Kommunikation), stellen sie eine mogliche Erklarung fiir den asymmetri-
schen Genfluss dar. Eine andere mogliche Ursache fiir asymmetrischen Genfluss ist, dass die
C. rhenanus Populationen in den Bichen bereits die Tragfidhigkeit des Habitats erreicht haben
und dadurch im Bereich der Hybridzone in groerer Dichte vorkommen als die Eindringlinge
der invasiven Linie. Durch die unterschiedlichen Populationsdichten wiirden Paarungen zwi-
schen Individuen der invasiven Linie und C. rhenanus Individuen wahrscheinlicher als zwi-
schen Individuen der invasiven Linie. Currat ef al. 2000 simulierten verschiedene Szenarien
fiir die Invasion einer Spezies in das Habitat einer lokalen Spezies und stellten fest, dass der
Genfluss von der lokalen in die invasive Spezies fast immer stérker ist als von der invasiven
in die lokale Spezies. Der Genfluss von invasiven Allelen in den genetischen Hintergrund der
lokalen Spezies erfolgt lediglich, wenn diese Allele unter starker positiver Selektion im gene-
tischen Hintergrund der lokalen Spezies sind. Von den 6 Loci, die in beiden Hybridzonen ein
Muster positiver Selektion zeigen, d.h. bei denen die Allele der invasiven Linie im Genpool
der Hybriden iiberreprésentiert sind, sind 4 (co340, co547-m13, co413) mit der Stachelbe-
schuppung assoziiert (Anhang 2). Die Stachelbeschuppung ist ein fiir die invasive Linie cha-
rakteristisches Merkmal und konnte in Verbindung stehen mit der Besiedlung groferer Fliisse,
da sie eventuell eine bessere Stabilitdt beim Schwimmen in stirkerer Stromung ermdoglicht
(siehe 2.1). Die Stachelbeschuppung konnte sich auch in den Hybriden als adaptiv erweisen,
da diese im Miindungsbereich, der ein Habitat mit wahrscheinlich im Vergleich zu einem
Bach stédrkeren Stromungen darstellt, leben. Hybride zeigen durchschnittlich eine intermediére
Stachelbeschuppung (Nolte 2005a). Es bleibt zu iiberpriifen, wie stark sich die Stromungsge-

schwindigkeit entlang der Hybridzonen verédndert.
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Zwei der Loci (cott197, cotte9), die mit dem Flusshabitat assoziiert sind, zeigten hingegen ein
Muster negativer Selektion d.h. invasive Allele dieser Loci sind in den Hybriden unterrepri-
sentiert. Neben der Stromungsgeschwindigkeit ist die Wassertemperatur ein weiterer dklogi-
scher Faktor, der das Rhithral vom Potamal unterscheidet. Es ist moglich, dass diese Loci mit
der Anpassung an hohere Wassertemperaturen im Fluss in Verbindung stehen. Auch fiir die-
sen Okologischen Faktor bleibt zu testen, wie stark die Variation entlang der Hybridzonen ist.
Gompert und Buerkle beschreiben, dass es prinzipiell moglich sei, 6kologische Faktoren in
INTROGRESS zu integrieren (Gompert & Buerkle 2008). Es ist abzuwarten, ob dies in einer
neueren Version moglich sein wird.

Lediglich 5 bis 7 % der untersuchten Loci zeigten je nach Hybridzone das Muster Unterdomi-
nanz, das auf genomische Regionen verweist, die mit einer verminderten Hybridenfitness in
Verbindung stehen konnten. Im Vergleich dazu zeigten bei der mit Mikrosatelliten durchge-
fiihrten Analyse (Nolte et al. 2009) je nach Hybridzone 21 bis 26 % der Loci das Muster der
Unterdominanz. Zum einen ist es moglich, dass dieses Muster ein technisches Artefakt, ent-
standen aufgrund fehlerhafter Amplifikation einzelner Allele, ist. Zum anderen kann es sein,
dass mit dem SNP Datensatz aufgrund einer geringeren Zahl von untersuchten Loci, d.h. 85
gegeniiber 168, das Muster der Unterdominanz schlechter erfasst wurde. Fiir ein Artefakt
spricht die Tatsache, dass Mikrosatelliten gegeniiber SNPs deutlich hohere Mutationsraten
(10 = 107 pro Generation vs. 10™®*) aufweisen (Dieckmann et al. 2004). Durch hthere Mutati-
onsraten konnen Primerbindungstellen schneller mutieren und Nullallele leichter entstehen.
Eine dritte Moglichkeit ist, dass es innerhalb der zwei Jahre, die zwischen den Probennahmen
lagen, zu einer Verschiebung der Introgressionsmuster gekommen ist. Um von einer solchen
Verschiebung sprechen zu konnen, muss jedoch vorausgesetzt werden, dass beide Datensitze
das 1000 Mbp groBle Cottus Genom ausreichend gut reprdsentieren. In dieser Hinsicht erweist
sich der Mikrosatellitendatensatz als etwas besser. In Zeiten von SNP Chips, mit denen iiber
600.000 SNPs fiir ein Individuum amplifiziert werden konnen (Yang et al. 2009), kann man
aber davon sprechen, dass beide Datensitze beziiglich der Anzahl der Loci in einer dhnlichen
GroBenordnung liegen. Da es sich bei Hybridzonen um dynamische Systeme handelt, sind
zeitliche Verschiebungen von Mustern der Introgression sehr wahrscheinlich. Dies gilt beson-
ders fiir die hier untersuchten Hybridzonen, bei denen es erst vor 20 Jahren zum sekundéren
Kontakt kam. In Anbetracht dieses relativ kurzen Zeitraums ist nicht zu erwarten, dass sich

genomische Regionen fiir reproduktive Isolation schon fest herausgebildet haben.
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Ubereinstimmung zwischen den Datensiitzen herrscht hinsichtlich des Anteils von Loci mit
einem Muster positiver Selektion, der je nach Hybridzone zwischen 6 — 14 % betrégt. Dies
deutet daraufhin, dass nur ein geringer Anteil von Allelen der invasiven Linie vermehrt im
Genpool der Hybriden vorhanden ist, dieser aber relativ konstant geblieben ist, weil es sich
dabei wahrscheinlich um der Adaption dienliche Allele handelt.

Der grofte Unterschied der Datensitze besteht eindeutig im Anteil neutraler Loci. Wihrend
im Mikrosatellitendatensatz dieser Anteil fiir beide Hybridzonen 50 % betrigt, liegt dieser
Anteil im SNP Datensatz bei lediglich 5 %. Die Tatsache, dass sich ein so geringer Anteil von
Loci neutral verhilt, kann nur durch Kopplung dieser Loci an genomische Regionen unter
Selektion erkldrt werden. Fiir das Cottus Genom bestehen solche Informationen in Form einer
genetischen Karte (Stemshorn ez al. 2005), die auf 171 Mikrosatelliten basiert und von Kath-
ryn Stemshorn wihrend ihrer Dissertation erstellt wurde. Durch die Benutzung des Blast Al-
gorithmus (Altschul et al. 1990) der Ensembl Datenbank konnte sie feststellen, dass zwischen
dem Cottus und dem Gasterosteus Genom einer hoher Grad an Synténie besteht. Viele der
gefundenen Kopplungsgruppen konnten mit einzelnen Chromosomen des Gasterosteus Ge-
noms in Verbindung gebracht werden. Auflerdem durchsuchte Sie das Cottus Genom nach
SNP Loci, die informativ fiir die Abstammung von C. perifretum und C. rhenanus sind, und
in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. Diese Loci wurden wiederum gegen das Gaste-
rosteus Genom ,,geblastet” und solche, die einen Treffer auf einem Gasterosteus Chromosom
ergaben, konnten dadurch riickwirkend in die Cottus Kopplungsgruppe integriert werden.
Ubertriigt man die Ergebnisse der INTROGRESS Analyse auf die Kopplungsgruppen (Anhang
3), so kann man feststellen, dass zum Teil ganze Kopplungsgruppen einem Selektionsmuster
folgen. Kopplungsgruppen 2, 3, 5, 10, 18 und 20 weisen alle Blocks von Loci (3-5) auf, die
ein Muster negativer Selektion zeigen. Dies ist ein erster Hinweis darauf, dass groflere geno-
mische Regionen des Cottus Genoms in der Hybridzone gleiche Introgressionsmuster aufwei-
sen konnen. Momentan scheint ein groferer Teil der Hybriden homozygot fiir 6 groflere ge-
nomische Regionen aus C. rhenanus zu sein.

Durch die INTROGRESS Analyse konnten nur zwei Loci mit einem Muster der Uberdominanz
identifiziert werden, die zwischen den Hybridzonen Brol und Naaf iibereinstimmen. Es gibt
allerdings generell wenig Evidenz fiir iiberdominante Loci und die Uberdominanz, als Erkli-
rung fiir eine erhohte Fitness von Hybriden, weicht derzeitig der Dominanz Hypothese (Crow
1998). Im Allgemeinen bleibt statistisch zu testen, ob Ubereinstimmungen zwischen den Hyb-
ridzonen (Tab.4) beziiglich der Anzahl von Loci mit einem gleichen Muster der Introgression

auch durch Zufall méglich sind.
40



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte iiber eine STRUCTURE Analyse mit Einzelnukleotidpoly-
morphismen (SNPs) gezeigt werden, dass die von Nolte et. al 2006 mit Mikrosatelliten
(STRs) untersuchten Hybridzonen zwischen der invasiven Cottus Linie und C. rhenanus
weiterhin stabil sind. Variationen in der Breite der Hybridzonen, die an den Ubergang von
einem Bach- in ein Flusshabitat gekoppelt sind, sind sehr wahrscheinlich auf die zum Teil
unterschiedlichen Orte der Probennahme fiir die Jahre 2003 und 2005 zuriickzufiihren. Der
invasiven Linie ist es bisher nicht gelungen die Biche Naaf oder Brol bis in den Oberlauf zu
kolonisieren. Vereinzelt konnten jedoch Individuen, die genetisch dem Cluster der invasiven
Linie zugeordnet wurden, noch mehrere Kilometer oberhalb der Brol Miindung gefunden
werden. Auflerdem konnten Individuen, die genetisch dem C. rhenanus Cluster zugeordnet
wurden, noch mehrere Kilometer unterhalb der Brol Miindung gefunden werden. Die Breite
der Kline fiir die Naaf Hybridzone ist mit 2-3 km gegeniiber der Brol Kline mit 1-2 km ein
wenig breiter. Mit beiden Markertypen (STRs und SNPs) konnte die Klinenbreite der ver-
schiedenen Hybridzonen in dhnlicher Grolenordnung bestimmt werden.

AuBerdem konnte mit einer INTROGRESS Analyse mit SNPs Evidenz dafiir hergestellt werden,
dass es sich bei dem in Nolte ef al. 2009 mit STRs gefundenen Muster der Unterdominanz,
welches ca. 25 % der Loci zeigten, wahrscheinlich um ein Artefakt, aufgrund von Nullallelen,
handelt. Allerdings unterscheiden sich die Datensitze auch in Bezug auf andere Muster der
Introgression, so dass es ebenso moglich ist, dass beide Datensitze eine zeitliche Verschie-
bung dieser Muster darstellen. Das im SNP Datensatz vorherrschende Muster war das Muster
der negativen Selektion, welches 70 % der untersuchten Loci zeigten. Dies deutet auf einen
verstirkten Genfluss von C. rhenanus Allelen in den Genpool der Hybriden hin. Auflerdem
folgten lediglich 5 % der untersuchten Loci einem neutralen Muster d.h. fast alle Loci miissen
an genomische Regionen, die unter Selektion stehen, gekoppelt sein. Bei der Ubertragung der
Ergebnisse auf die Kopplungsgruppen der genetischen Karte des Cottus Genoms stellte sich
heraus, dass Loci mit einem Muster negativer Selektion in Blocks von 3-5 Loci auf 6 ver-
schiedene Kopplungsgruppen verteilt sind d.h. groBBere genomische Regionen kénnen einem
Introgressionsmuster folgen.

In einer weiterfithrenden Untersuchung konnte das Kopplungsungleichgewicht LD entlang
der Klinen bestimmt werden, um die Ausbreitung parentaler Genotypen in die Hybridzone zu

berechnen (Sotka & Palumbi 2006).
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Anhang 1 Test auf Abweichungen vom Hardy Weinberg Gleichgewicht in den parentalen Populationen. Loci die, signifikant
vom HWG abweichen, sind rot (P < 0.01) markiert. STABW = Standardabweichung fir die berechneten P-Werte.

C. rhenanus Brol C. rhenanus Naaf invasive Linie Sieg

LOCUS P-Wert STABW P-Wert STABW P-Wert STABW
Cand24f - - 0.4558 0.0028
Cand64f - - 1 0.0000
Co407f - - 0.4175 0.0021
Co425r - - 1 0.0000
Co0476-sp6f - - 0.2892 0.0021
Cott197 - - 0.2688 0.0028
CottE9 - - 0.3847 0.0028
co804af - - 0.0654 0.0017
LCE21 - - 1 0.0000
c0373-sp6 1 0.0000 - 1 0.0000
c0395 - 1 0.0000 -

co413 0.6089 0.0019 0.7618 0.0018 -

co417 - - 1 0.0000
c0434-sp6 - - 1 0.0000
co527 - - 0.6399 0.0017
co306 - - 1 0.0000
co421 - - 1 0.0000
co445 - - 1 0.0000
co449 1 0.0000 0.0000 0.0000 0.0172 0.0008
c0492 - - 0.2988 0.0024
co540 - - 1 0.0000
Cott108 - - 0.4627 0.0028
CottE7 - - 1 0.0000
LCE87 0.0183 0.0007 - 1 0.0000
cand27 1 0.0000 0.3219 0.0023 0.5054 0.0024
cand29 - - 0.3758 0.0025
cand3e - - 1 0.0000
co313 - - 0.2601 0.0026
co379 0.5400 0.0017 1 0.0000 0.3815 0.0024
co705 0.5404 0.0017 0.4621 0.0026 0.0615 0.0014
Cott153 - - 0.3763 0.0024
Cott173 - - 1 0.0000
Cott580 - - 0.6834 0.0018
CottE2 - - 0.4815 0.0030
c0264 - - 0.1487 0.0025
c0522-sp6 - - 0.6643 0.0017
Cott68 0.0001 0.0000 - 0.1360 0.0025
LCE6G8 - - 1 0.0000
cand34 0.0909 0.0018 0.7437 0.0018 1 0.0000
co403 - 1 0.0000 0.6785 0.0018
c0434-m13 - - 0.5485 0.0016
co484 - - 0.0011 0.0002
c0525-m13 - - 0.1130 0.0021
c0552 - - 1 0.0000
c093 - 1 0.0000 0.2619 0.0027
cand54 - - 0.0006 0.0001
co303 - - 0.6791 0.0017
co312 - - 0.4125 0.0022
co317 - - 0.1443 0.0017
co376 - - 1 0.0000
co46r - - 0.6904 0.0018
c0624 - - 0.0159 0.0008
co78 - - 0.0013 0.0002
LCE78 - - 1 0.0000
c0325 1 0.0000 - 0.5502 0.0016
co40f 0.0200 0.0008 - 0.0774 0.0019
co444 0.0317 0.0011 1 0.0000 0.1435 0.0016
co470 1 0.0000 1 0.0000 0.1977 0.0021




C. rhenanus Brol C. rhenanus Naaf invasive Linie Sieg

LOCUS P-val S.E P-val S.E P-val S.E
co547-m13 1 0.0000 0.0955 0.0016 1 0.0000
co572-m13 - - 0.4137 0.0022
cand39 0.0277 0.0011 - 0.4100 0.0022
co311 - - 0.0504 0.0012
c0331-m13 - - 1 0.0000
co564-m13 - - 0.3742 0.0025
co577 0.0000 0.0000 - 1 0.0000
co82f 0.3116 0.0019 - 1 0.0000
co830 1 0.0000 0.6895 0.0019 1 0.0000
Cott205 0.0229 0.0009 0.1300 0.0020 1 0.0000
Cott43 1 0.0000 0.0117 0.0006 1 0.0000
c0293-sp6 1 0.0000 - 1 0.0000
c0391-m13 1 0.0000 0.0003 0.0001 -

co414 0.6635 0.0019 0.1804 0.0024 1 0.0000
co539f 1 0.0000 - 0.0000 0.0000
Cott228 - - 1 0.0000
LCE27 - 0.2186 0.0018 -

cand38 1 0.0000 0.3181 0.0021 1 0.0000
c0302-sp6 - 1 0.0000 -

c0539-m13r - - 0.3248 0.0023
c0569-m13 - - 0.6374 0.0017
cand13 0.0038 0.0004 0.0000 0.0000 1 0.0000
c0346-sp6 - - 0.5614 0.0014
co355 0.3839 0.0027 0.0000 0.0000 1 0.0000
c0468 0.0270 0.0009 0.1342 0.0026 0.7029 0.0018
co481f - - 1 0.0000
cand26 1 0.0000 - 1 0.0000
co316 0.0041 0.0004 0.0037 0.0003 0.0688 0.0015
c0340 0.0612 0.0015 0.6929 0.0019 0.4130 0.0024
c0349-m13f - - 0.3274 0.0024
co485 - - 1 0.0000
co491f - - 0.0454 0.0011
co534f - 0.3137 0.0028 1 0.0000
co542f - - -

c0569-m13r - - -

Anhang 2 Admixture Mapping Loci plus assoziierte Merkmale aus der Dissertation von Arne Nolte (2005a) und entsprechende

abstammungsinformative Loci plus Kopplungsinformationen aus der Dissertation von Kathryn Stemshorn (2007) sowie

Introgressionsmuster dieser Loci aus der vorliegenden Arbeit. Abbildung bis auf Introgressionsmuster aus der Dissertation von

Stemshorn.

Muster

S (NS)
S (PS)

S (NS)

S (PS)

S (PS)

S (NS)

Hit on Position on Distance
Ancestry- . Admixture . ]
) i Fixed . Associated Gasterosteus Gasterosteus inferred
informative mapping ) . .
ancestry trait Linkage Linkage from
Locus Locus
group group (bp) synteny
LCE21 C. perifretum LCE21 Prickling XVl 12.922.306
Potentially C 14.075.930/
Co340 Cott146 Prickling XVI 540 kb
perifretum 14.611.755
Prickling,
CottE9 C. perifretum CottE9 . IX 18.334.973
Habitat
Potentially C. : 10.104.235/
Cob47 Cott78 Prickling Xl 690 kb
perifretum 10.793.926
Potentially C. L 14.662.844/
Cod13 Cgo56 Prickling 1] 80 kb
perifretum 14.742 507
. 4.005.894/
Cott197 C. perifretum CottES21 Habitat XX 510 kb
4.387.625

II




Anhang 3 Cofttus Kopplungsgruppen (KG) plus enthaltende Loci (Stemshorn 2007) mit zugehdrigen Introgressionsmustern aus

der vorliegenden Arbeit.

Locus Cottus KG Brol Naaf Beide
co478-m13 1o0r25 X
co572-m13 1o0r25 S (NS UD)
c0407-sp6 1o0r25 X
c0476-sp6 1or25 S (NS)

co355 1or25 X
c0391-m13 1or25 [ sps) |
c0373-sp6 1or25 X

co569 1o0r25 S (EOD) N
c0349-m13 1o0r25 S(E UD)

Cott197 2 S(NS)
Cott108 2 S(NS)
Cott228 2 S(NS)

CottE1 3 X

co525 3 S(NS)

co312 3 S(NS)
cand39 3 S(NS)
co0264 4 S(NS)

CottE2 5 S(NS)

co40f 5 S(NS) S(NS E) S(NS)

co804 5 S(NS)

Cott43 5 S(PS) S(NS) S

cand64 6 N S(NS OD)

co531 6 X

co534 6 N S(PS)

co376 6 N S(NS)

LCE27 7 X

Cott153 7 S(NS) S(NS OD) S(NS)

co705 8 S(NS) A

LCE87 8 S(NS)

co316 8 X

co624 8 X
c0539-m13 8 S(E) S(I1A)

co311 9 S(E) N

co413 9 sy

co552 9 S(NS)

cand3e 10 S(NS)
co522 10 S(NS)
co82f 10 S(NS)
cod44 10 S(0D)
co470 10 S(NS OD)

co0325 10 S(PS) S(NS) S

co46r 10 S(NS)

co542 10 A

cand27 10 [ sy

III



Locus Cottus LG Brol Naaf Beide
co0528 1 X
co379 1 S(NS)
cand26 1 S(PS) S(NS) S
co395 1 A
co577 12 0r19 S(PS UD) N
co78r 12 or 19 S(NS)
LCE78 12 0r19 A
cand24 12 or 19 S(NS)
co830 12 0r19 S(NS) S(PS) S
c0346-sp6 13 or 24 S(NS) N
co547-m13 13 0or 24 |  sps) |
cand54 13 or 24 S(NS)
cand13 13 or 24 X
c0293-sp6 13 or 24 S(NS)
co411 14 or 23
co445 14 or 23
cand34 14 or 23
co306 14 or 23
co421 14 or 23
co527 14 or 23
c0302-sp6 15
Cott313 15
LCE68 15
CottE9-1 15
co540 16
c0492 16 S(NS) N
cand38 16
co484 16
Cott580 16
CottE7 17 S(NS)
co414 17 S(PS) S(E)
co93 18
co303 18 S(NS) S(NS OD)
c0317-m13 18
co449 20 S(NS) S(OD)
co485 20
c0564-m13 20
co425 20
c0468 20
Cott205 20
co491 21 X
c0331-m13 21 X
co403 21 S(NS)
co417 21 A
LCE21-1 21 S(NS
cosan 2 T ses
co434-sp6 22 S(E UD)
CottE31 22 X
Cott173 ? X
cand29 ? X

v



Anhang 4 Bewertung der genomischen Klinen fiir die untersuchten Hybridzonen. Abkirzungen fur die verschiedenen Muster
der Introgression: N = neutral, S = nicht neutral, PS = positive Selektion, NS = Negative Selektion, OD = Uberdominanz, UD =
Unterdominanz, E = Epistatsis, IA = erhéhte Hybridisierung. x symbolisiert das Auftreten eines Musters. Loci, die in beiden

Hybridzonen die gleichen Muster zeigten, wurden unter der Kategorie Beide erfasst.

Brol Naaf Beide

Locus N |S|PS|INS|OD(UD[E|IA[ N PS OD|UD[E|IA| N |S[(PS|NS|OD[UD|E|IA

4
(7]

cand24

x
x
x
x

cand64 X

co407

co425

c0476-sp6

cott197

Cotte9

co804

XX X |IX X |X[X|X|X |0
XX X X IX X [ XX |[X
XX X X |IX |IX [X
XX [ X X X |X

LCE21

XX X IX [X | X |X|X
XX [ X X X |X

c0373-sp6

c0395

co413

x
x
x
x
x
x

co417

c0434-sp6

co527

co306

co421

co445

XX [ X X X [X
X [x [Xx |
X IX [ X X X [X
X [x X |x

co449

c0492

co540

Cott108

CottE7

XX X X [X X X |IX X [X

X [x [Xx X
X [x X |x

LCE87

cand27

cand29

cand3e

co313

x

XX X IX X [X X |X|X
x

XX X IX X [X X |X|X
x

X [x X |Ix
X [x X |Ix

co379

co705

cott153

cott173

cott580

cottE2

c0264

c0522

cott68

XX X X XX X IX X [X X |X[X

XX X X IX X |X|X
XX X X IX X |X X

LCEG8

cand34

co403

XXX XXX XXX X XXX XXX X X XX X X X [X X |IX|[X|X

XX XX X X IX X |X X [X
XXX IX X X IX X |X X [X

c0434-m13

co484




Bro

Naaf

Both

Locus

PS

oD

ub

PS

4
(7]

oD

ub

PS

NS

oD

ub

c0525

c0552

c093

cand54

co303

co312

co317

X IX [x |x [x[|x|x|»n

XX X X |IX X |X

X IX [x |x [x[|x|x|»n

XX X X |IX X |X

co376

co46

co78

XX X [X |IX X [X|X|[X|[X]|Nn

XX X X [X X X |IX | X |X

LCE78

c0325

co40

co444

co470

c0547-m13

co572-m13

cand39

XX [ X |IX X |[X|X

X O[X [ X |IX X |X|X

co311

c0564-m13

x

x

co577

co82

co830

cott205

cott43

€0293-sp6

c0391-m13

co414

c0539

cott228

cand38

XXX IX X XX XX X XX XXX [IX[X[X|X|[X

XX X X IX XX |X|X|[X

XX X X IX XX |X|X|[X

c0302-sp6

€c0539-m13

x

x

€c0569-m13

c0346-sp6

c0468

co481
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co340
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X X [ X |Xx [x
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genomische Klinen der Brol Hybridzone

Anhang 5 Genomische Klinen der Brol Hybridzone.
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Anhang 6 Genomische Klinen der Naaf Hybridzone.
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