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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Arten und ihre Entstehung

Was Arten sind und wie sie entstehen, sind zentrale Fragen der Evolutionsbio-
logie. Eine Art im biologischen Sinn ist eine Gruppe von Individuen, die sich
untereinander potentiell erfolgreich fortpflanzen und die von anderen solchen
Gruppen reproduktiv isoliert sind (biologisches Artkonzept, MAYR 1942). Art-
bildung (= Speziation) bedeutet immer die Entstehung reproduktiver Isolation,
also die Entstehung von Paarungsbarrieren zwischen Populationen. Daher
kommen Untersuchungen, die verschiedene Isolationsprozesse analysieren,
eine entscheidende Bedeutung in der Evolutionsbiologie zu. Prazygote Isolati-
onsmechanismen, wie Habitatisolation oder assortative Partnerwahl, verhin-
dern die Entstehung hybrider Zygoten. Postzygote Mechanismen reduzieren
die Uberlebensfihigkeit oder die Fertilitit von Hybriden (DOBZHANSKY 1970).
Bei o0kologisch verursachter postzygoter Isolation sind die Hybriden dadurch
benachteiligt, dass sie an die gegebenen 6kologischen Bedingungen beider El-
ternhabitate nicht gut angepasst sind (RUNDLE und NOSIL 2005).

Traditionell wird zwischen drei verschiedenen Speziationshypothesen un-
terschieden, die sich von geografischen Gesichtspunkten herleiten (u.a. MAYR
1963; MAYNARD SMITH 1966; BUSH 1969). Die erste Hypothese ist die der allo-
patrischen Artbildung. Sie misst der Unterbrechung des Genflusses zwischen
Populationen durch geografische Barrieren eine entscheidende Bedeutung bei.
Allopatrische Populationen werden sich aufgrund von genetischer Drift oder
aufgrund unterschiedlicher Selektionsdriicke, verursacht von divergierenden
Umweltbedingungen auf verschiedenen Seiten der geografischen Barriere, di-

vergent entwickeln (TURELLI ez al. 2001). Dabei konnen sowohl pri- als auch
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postzygote Isolationsmechanismen als Nebenprodukt divergierender Entwick-
lung entstehen (Nebenprodukt-Mechanismus, engl. by-product mechanism)
(SCHLUTER 2001). Treffen zwei noch nicht vollstindig voneinander isolierte
Populationen aufeinander und zeigen die Hybride eine reduzierte Fitness,
kann sogenannte Verstirkung (engl. enhancement oder reinforcement) zu
Artbildung zwischen diesen Populationen fithren (DOBZHANSKY 1940). Das be-
deutet, dass priazygote Isolationsmechanismen wie assortative Paarung und as-
sortative Partnerwahl durch natiirliche Selektion verstirkt werden, da so die
Kosten der postzygoten reduzierten Hybridenfitness verringert werden. Einige
Autoren halten allopatrische Modelle fiir ausreichend, um den Grof3teil der
Speziationsereignisse zu erkliren (MAYR 1963). Dieser Standpunkt ist heute
aber nicht mehr allgemeiner Konsens, die Evidenz fiir andere Modelle wird
immer deutlicher (ViA 2001).

Das zweite Modell ist das der parapatrischen Speziation. Parapatrische Po-
pulationen kommen in unmittelbar aneinander angrenzenden Habitaten vor.
Zwischen solchen Populationen befindet sich demnach keine geografische
Barriere, durch die Genfluss direkt verhindert werden kann. Ist eine geniigend
weite geografische Ausbreitung gegeben, kann dennoch theoretisch jeder Me-
chanismus, der Divergenz zwischen allopatrischen Populationen bewirken
kann, diese auch zwischen parapatrischen Populationen veranlassen (TURELLI
et al. 2001).

Die dritte Hypothese ist die der sympatrischen Speziation. Populationen
sind sympatrisch, wenn sie iiberlappende Verbreitungsgebiete besiedeln. Die
Moglichkeit sympatrischer Speziation wurde lange Zeit angezweifelt (MAYR
1963). Neuere Modelle fithrten aber im letzten Jahrzehnt zu zunehmender
Akzeptanz (VIA 2001). Einige dieser Modelle beziehen 6kologisch verursachte

reproduktive Isolation, verbunden mit Adaptation an alternative diskrete
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Ressourcen und/oder Habitate, ein (Uberblick in VIA 2001). Andere betonen
Artbildung durch den Wettbewerb um kontinuierlich verteilte Ressourcen
und sexuelle Selektion, die auf ein Kontinuum von Phinotypen wirkt. Der in-
termedidre Phénotyp wird weniger Ressourcen gewinnen als die extremen
Phinotypen und daher weniger fit sein. Die resultierende disruptive Selektion
kann zu reproduktiver Isolation zwischen sympatrischen Arten fiithren
(TURELLI et al. 2001).

Neben der Einteilung von Speziationsereignissen nach geografischen Gege-
benheiten spielt das Modell der 6kologischen Speziation eine wichtige Rolle.
Von okologischer Artbildung spricht man, wenn divergierende Selektion auf
Merkmale zwischen Populationen in kontrastierenden Umgebungen direkt
oder indirekt zur Entstehung von reproduktiver Isolation fithrt (SCHLUTER
2001). Die klassische Vorstellung iiber 6kologische Speziation ist folgende: Po-
pulationen evolvieren beginnende reproduktive Isolation in einer allopatri-
schen Phase, da sie Adaptationen an divergierende Umgebungen akkumulie-
ren (Nebenprodukt-Mechanismus). Priazygote Isolation wird dann nach se-
kunddrem Kontakt durch Verstirkung komplettiert. Die Zeit des sekundéren
Kontakts ist dabei nicht festgelegt, d.h. im Extremfall sind sowohl allopatrische
als auch sympatrische Speziation vorstellbar. Eine Voraussage 6kologischer
Speziation ist die direkte Reduktion der Hybridenfitness durch 6kologische
Selektionsdriicke (SCHLUTER 1996). Hierzu wurde eine Studie mit limnetischen
und benthischen sympatrischen Stichlingspopulationen (Gasterosteus aculea-
tus) durchgefiihrt. F1-Hybride zeigten im Labor keine Fitnessverluste, aber
einen intermedidren Phinotypen. Dadurch war ihre Fitness im Freiland redu-
ziert, sie konnten weniger effektiv Nahrung aufnehmen und wuchsen langsa-
mer (HATFIELD und SCHLUTER 1999). Sexuelle Selektion kann in 6kologischer

Speziation eine Rolle spielen, wenn divergierende Selektion zwischen
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Habitaten zu Variationen in sekundiren Geschlechtsmerkmalen, Paarungs-

oder Kommunikationssystemen fiihrt (RUNDLE und NOSIL 2005).

1.2 Evolutionsbiologie des Dreistachligen Stichlings

Die vorliegende Studie wurde anhand des Dreistachligen Stichlings (Gaster-
osteus aculeatus) als Studiensystem durchgefiihrt (s. Abb. 1). G. aculeatus ist
ein wichtiger natiirlicher Modellorganismus in Evolutions- und Verhaltensfor-
schung, unter anderem wegen seiner weiten Verbreitung, seiner 6kologischen
Vielseitigkeit und seiner extremen phénotypischen Variation (BELL und
FOSTER 1994). Man findet ihn in borealen und gemifligten Zonen der nérdli-
chen Hemisphire, wo er kiistennahe marine Habitate, Astuare und verschie-
dene Siilwasserhabitate bewohnt. Marine Populationen haben nach dem Ende
der letzten Eiszeit vor 12000 - 15000 Jahren wiederholt eine Vielzahl ver-
schiedener Siiwasserlebensraume besiedelt (BELL und FOSTER 1994). Mit die-
ser Besiedlung ging die Entwicklung divergierender sympatrischer und para-
patrischer Okotypen einher (REUSCH et al. 2001b), die sich in Merkmalen wie
Korpergrofie (NAGEL und SCHLUTER 1998), Farbung (HAGEN und MOODIE 1979)
oder des Verhaltens (FOSTER 1995) unterscheiden. Viele dieser Merkmale sind

erblich (HAGEN und MOODIE 1979; MCPHAIL 1994; PEICHEL et al. 2001), und

Abb. 1. Gasterosteus aculeatus. Links, Weibchen. Rechts, Mannchen
(www.hansthiele.de/galerie/sonst/stichling/mann_2.jpg und /wint_2.jpg).
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Unterschiede scheinen durch 6kologisch basierende divergierende Selektion
entstanden zu sein (MCKINNON und RUNDLE 2002).

Mehrere Systeme wurden gefunden, in denen zwei morphologisch und
okologisch divergierende Populationen (Okotypen) sym- oder parapatrisch ko-
existieren (MCPHAIL 1992; LAVIN und MCPHAIL 1993; THOMPSON et al. 1997),
(Uberblick in MCKINNON und RUNDLE 2002). Da zwischen solchen sym- und
parapatrischen Populationen keine geografischen Barrieren, aber erbliche Un-
terschiede (s.0.) vorhanden sind, miissen andere Isolationsmechanismen wir-
ken. Beim Dreistachligen Stichling wurden in diesem Zusammenhang sowohl
postzygote (SCHLUTER 1995; HATFIELD und SCHLUTER 1999; VAMOSI und
SCHLUTER 1999; MCKINNON und RUNDLE 2002; RUNDLE 2002) als auch prazygo-
te Isolationsmechanismen (NAGEL und SCHLUTER 1998; VINES und SCHLUTER
2005) gefunden.

In Schleswig-Holstein, Deutschland, kommt der Dreistachlige Stichling in
verschiedenen Habitaten vor. Man findet Populationen in Fliissen, Seen, Astu-
aren und dem Meer. In einer Studie iiber die phylogenetischen Beziehungen
dieser Populationen zueinander konnte Folgendes gezeigt werden: Die anhand
von neutralen genetischen Markern beobachtete genetische Divergenz zwi-
schen Fluss- und Seepopulationen korrelierte vor allem mit Habitattyp und
nicht mit geografischer Distanz oder Verbindung der Wasserwege (REUSCH et
al. 2001b). Fluss- und Seepopulationen gehorten jeweils zu einer monophyleti-
schen Klade. Die beobachtete Divergenz zeigt, dass zwischen parapatrischen
See- und Flusspopulationen kein oder nur ein sehr geringes Maf} an Genfluss
herrscht. Zwischen Seen und Fliissen, die zu einem Wassersystem gehoren,
bestehen keine prinzipiellen geografischen Barrieren. Daher miissen andere
okologische oder ethologische Paarungsbarrieren vorhanden sein (REUSCH et

al. 2001b). Eine Moglichkeit wire die prdzygote Isolation von Fluss- und
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Seepopulationen durch assortative Partnerwahl, also Partnerwahl nur inner-

halb der einzelnen Populationen bzw. Habitate.

1.3 Paarungsverhalten des Dreistachligen Stichlings

In verhaltensbiologischen Studien spielt der Dreistachlige Stichling wegen sei-
nes interessanten Brutverhaltens schon seit vielen Jahrzehnten eine Rolle
(ROWLAND 1994). Wihrend der Balzzeit firben sich die Augen der Mdnnchen
blau und ihre ventrale Korperseite rot (s. Abb. 1). Die Mannchen errichten
Territorien und bauen Nester aus filamentdsen Algen und anderem Pflanzen-
material (WOOTTON 1976). Das Nestmaterial wird zusammengehalten durch
ein klebriges Sekret, das die Mdnnchen in ihren hypertrophierten Nieren bil-
den und wihrend Nestbau und Balzritual auf das Nest geben (sie ,kleben®). Die
klebrige Eigenschaft dieses Sekrets wird durch ein Protein namens Spiggin
verursacht, ein Glykoprotein, das unter der Kontrolle androgener Hormone
gebildet wird (JAKOBSSON et al. 1999). Die Weibchen folgen den Mannchen im
Verlauf des Balzrituals in das Nest und laichen dort ab. Danach besamt das
Miannchen die FEier und betreibt fiir zwei bis drei Wochen Brutpflege
(WOOTTON 1976).

Weibliche Stichlinge wihlen die Ménnchen, denen sie in das Nest folgen
und mit denen sie sich verpaaren wollen (BELL und FOSTER 1994). Die Weib-
chen wihlen dabei nach unterschiedlichen Gesichtspunkten. Visuelle Merk-
male wie die Rotfairbung oder auch die Grofie der potentiellen Paarungspart-
ner spielen bei der Entscheidung der Weibchen eine Rolle (MILINSKI und
BAKKER 1990; BAKKER und MUNDWILER 1994; NAGEL und SCHLUTER 1998). Ne-
ben diesen visuellen Merkmalen beeinflusst auch der Geruch der einzelnen

Miénnchen die Wahl der Weibchen. Empfangen die Weibchen nur

10
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olfaktorische (= geruchliche) Signale, werden Mannchen mit Nest gegeniiber
Minnchen ohne Nest bevorzugt (HABERLI und AESCHLIMANN 2004). Auch ol-
faktorische Signale {iber die Kombination der Allele des Hauptgewebekompa-
tibilititskomplexes (MHC, s.u.), die die potentiellen Partner besitzen, beein-
flussen die Wahl des Weibchens (REUSCH et al 2001a; AESCHLIMANN et al.

2003; MILINSKI 2003).

1.4 Funktion und Struktur des MHC

Der Hauptgewebekompatibilititskomplex (Major Histocompatibility Complex,
MHC) ist eine chromosomale Region aus verschiedenen, teilweise eng gekop-
pelten Genen, die den grofiten bekannten Polymorphismus im Vertebratenge-
nom aufweisen. Verschiedene Studien machen die Annahme wahrscheinlich,
dass die extreme genetische Diversitiat durch natiirliche Selektion aufrechter-
halten wird und Pathogene die Diversifikation der MHC-Gene im Laufe der
Zeit bewirken (DOHERTY und ZINKERNAGEL 1975), (Uberblick in APANIUS et al.
1997). Diese Vermutung wird durch die entscheidende zellbiologische Rolle
gestiitzt, welche die MHC-Molekiile wihrend der Initiierung der adaptiven
Immunantwort spielen.

MHC-Molekiile der Klasse I und II prisentieren Bruchstiicke von Antige-
nen (Epitope) zirkulierenden T-Zellen, die dadurch aktiviert und zur Prolife-
ration angeregt werden. Diese Erkennungsmolekiile sind damit entscheidend
fiir die Erkennung von ,Selbst“ und , Fremd“ und fiir das Festlegen der Ziele
der adaptiven Immunabwehr. Jedes MHC-Molekiil kann nur Peptide mit be-
stimmten Aminosduresequenzen binden und présentieren, fiithrt also nur zur
Erkennung eines bestimmten Spektrums von Parasiten-Antigenen. Funktionell

verschiedene = MHC-Molekiille =~ werden demnach zur Erkennung

11
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verschiedener Parasiten, bzw. —Antigene fiihren. Einzelne T-Zellen erkennen
iiber den spezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR) einen bestimmten Komplex aus
Antigen und MHC-Molekiil und kénnen nur von diesem Komplex aktiviert
werden (JANEWAY 1997). MHC Klasse I-Molekiile werden auf allen somati-
schen Zellen exprimiert und présentieren vor allem Antigene von intrazelluld-
ren Parasiten. MHC Klasse II-Molekiile werden nur auf spezialisierten Zellen
des Immunsystems exprimiert (z.B. B-Zellen oder Makrophagen). Es sind He-
terodimere aus einer o- und einer -Kette, die von A- und B-Genen codiert
werden und vor allem dem Schutz gegen extrazellulire Pathogene dienen (s.
Abb. 2).

Die genetische Architektur des MHC wurde bei verschiedenen Spezies ein-
gehend untersucht (u.a. KAUFMAN et a/. 1995; AMADOU et al. 1999; BECK et al.
1999; GUNTHER und WALTER 2001). Vergleiche zeigen Gemeinsamkeiten, aber
auch grofie Unterschiede in der Organisation des MHC zwischen den einzel-
nen Arten (FLAJNIK und KASAHARA 2001). Ein grofier Unterschied zwischen

dem MHC der Tetrapoden und dem der Knochenfische (Actinopterygii) ist,

Abb. 2: Struktur der Antigen présentierenden Region (APR) eines menschli-
chen MHC Klasse Il-Proteins (HLA-DR1) mit einem gebundenem Antigen
(www.molvisions.com/products/imgs/bin3d.gif).

12
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dass die Klasse I- und Klasse II-Gene der Knochenfische nicht in einer gemein-
samen Kopplungsgruppe vorliegen (SATO et al. 2000).

Der Dreistachlige Stichling besitzt wahrscheinlich bis zu zwolf verschiede-
ne Klasse I- und sechs verschiedene Klasse IIB-Loci (SATO er al. 1998). Alle
Klasse I- und Klasse II-Loci sind eng gekoppelt, wobei Klasse I- und Klasse II-
Gene, wie bei anderen Knochenfischen, zu verschiedenen Kopplungsgruppen
gehoren. Die angenommenen sechs Loci des MHC Klasse IIB weisen sehr dhn-
liche Sequenzen auf, vermutlich weil sie durch Duplikation vor relativ kurzer
Zeit entstanden sind und verschiedene Loci Sequenzmotive durch Genkonver-

sion auszutauschen scheinen (REUSCH et al 2004).

1.5 Diversitit des MHC und Partnerwahl

Generell werden zwei verschiedene Mechanismen genannt, durch die natiirli-
che Selektion durch Parasiten den balancierten Polymorphismus des MHC
bewirken kann (POTTS und WAKELAND 1993; APANIUS et al. 1997; EDWARDS
und HEDRICK 1998). Erstens sollte natiirliche Selektion denjenigen Parasiten-
Genotyp begiinstigen, der am besten den Abwehr-Mechanismen des héufigs-
ten Wirts-Genotyps entkommen kann. Wirts-Individuen mit seltenen MHC-
Allelen sollten demnach einen Vorteil haben. Steigt dann die Frequenz dieser
seltenen Allele in der Wirtspopulation, steigt auch der Selektionsdruck auf den
Parasiten, Adaptationen an diese Allele zu evolvieren, und der Prozess beginnt
von vorn. Dieser koevolutive Prozess kann zu einem stabilen Polymorphismus
des MHC in der Wirtspopulation fithren (negativ frequenz-abhéngige Selekti-
on), (BODMER 1972). Zweitens ist es leicht vorstellbar, dass Individuen, die
moglichst viele funktionell verschiedene MHC-Allele tragen, einen Vorteil

besitzen, da sie ein moglichst grofies Spektrum verschiedener Pathogene

13
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erkennen. Heterozygote Individuen sollten demnach eine hohere Fitness er-
reichen als homozygote (Heterozygoten-Vorteil oder Uberdominanz),
(DOHERTY und ZINKERNAGEL 1975; HUGHES und NEI 1988). Beide Mechanis-
men miissen sich nicht unbedingt gegenseitig ausschlief3en.

Wenn MHC-Diversitit durch Selektion durch Parasiten bewirkt wird, sollte
auch MHC-abhidngige Partnerwahl, iiber die die Fitness der Nachkommen im
Hinblick auf Parasitenresistenz erhoht werden kann, selektionsbegiinstigt sein.
(PENN und POTTS 1999). Verschiedene Studien zeigen, dass Individuen ihre
Partner im Hinblick auf deren MHC-Allele nach unterschiedlichen Gesichts-
punkten wihlen (PIERTNEY und OLIVER 2006): Sie wihlen dissortativ, um die
Heterozygotie der Nachkommen zu erhéhen (BEAUCHAMP et al 1988;
YAMAZAKI et al. 1988; POTTS et al 1991) oder um Inzucht zu minimieren
(MANNING et al. 1992; OLSEN et al. 1998); oder sie wihlen den Partner, mit
dem sie eine optimale Anzahl verschiedener MHC-Allele iiber mehrere Loci
fir die Nachkommen erreichen (AESCHLIMANN et al 2003). Informationen
iiber den MHC von potentiellen Paarungspartnern werden dabei iiber olfakto-
rische Signale erlangt, wobei noch nicht klar ist, welche Substanzen diesen Ge-
ruch bewirken (EGGERT et al. 1998; PENN und POTTS 1998).

Auch der Dreistachlige Stichling zeigt MHC-abhidngige Partnerwahl. Auf
Populationsebene zeigt G. aculeatus eine hohe Diversitit an Allelen des MHC
Klasse IIB. Die einzelnen Fische weisen allerdings im Schnitt eine mittlere An-
zahl verschiedener MHC Klasse IIB-Allele auf, anstelle der maximal méglichen
(REUSCH er al. 2001a). Man findet also ein Optimum anstelle eines Maximums.
Solch ein MHC-Optimum wird von manchen Theorien vorhergesagt (NOWAK
et al. 1992; DEBOER und PERELSON 1993): Wihrend positiver Selektionsprozes-
se im Thymus werden nur die T-Zellen bewahrt, die mit einer bestimmten Af-

finitdit an MHC-Molekiile der Klasse I und II (beladen mit koérpereigenen
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Peptiden) binden (Vonboehmer 1994). Wihrend der darauf folgenden negati-
ven Selektion werden alle T-Zellen eliminiert, die mit geniigend hoher Affini-
tit an MHC-Molekiile (und korpereigene Peptide) binden, um die T-Zellen zu
aktivieren (Nossal 1994). Um eine starke Eliminierung von T-Zellen wihrend
negativer Selektionsprozesse zu verhindern und gleichzeitig die Erkennung
diverser Pathogene zu gewihrleisten, sollte es eine optimale Anzahl verschie-
dener Allele in einem Individuum geben (NOWAK et al. 1992).

Weibliche Stichlinge scheinen Paarungspartner entsprechend dieser Theo-
rie zu wiahlen. Sie bevorzugen den Geruch eines Mannchens, mit dem sie fiir
ihre Nachkommen eine mittlere, optimale Anzahl an MHC Klasse IIB-Allelen
(zusammen ca. zwolf Allele, bzw. sechs Allele in den Nachkommen bei ver-
mutlich sechs Loci) erreichen. Sie scheinen demnach in der Lage zu sein, In-
formationen iiber Anzahl und Art der Allele ihres eigenen MHC und des MHC
des potentiellen Partners zu detektieren und zu benutzen, um die eigenen
Allele moglichst optimal komplettieren zu konnen (AESCHLIMANN et al. 2003).
Die Partnerwahl unter diesen Gesichtpunkten kann demnach dazu dienen, ein
immungenetisches Optimum, also hohe Parasitenresistenz, zu erreichen
(MiLinsk1 2003).

Verschiedene Studien zeigen, dass die Weibchen von einer solchen Strate-
gie tatsachlich profitieren. In natiirlichen Populationen wurde die niedrigste
Parasitendiversitidt und der niedrigste Befall bei Stichlingen mit einer mittle-
ren, optimalen Anzahl an MHC Klasse IIB-Allelen gefunden (WEGNER et al
2003b). Laborexperimente ergaben ein &hnliches Bild, und lassen darauf
schliefSen, dass eine optimale Anzahl an MHC Klasse IIB-Allelen die grofite
Resistenz verleiht (WEGNER er al. 2003a). Fische mit einer mittleren Anzahl an
MHC Klasse IIB-Allelen scheinen die Aktivitit des angeborenen Immunsys-

tems reduzieren und damit verbundene negative Nebeneffekte (reaktive
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Sauerstoffmolekiile) minimieren zu kénnen (KURTZ et al 2004). Diese Studien
liefern jeweils Hinweise auf eine optimale, mittlere Anzahl an MHC Klasse
IIB-Molekiilen von circa sechs Allelen pro Individuum.

Fluss- und Seepopulationen von G. aculeatus in Schleswig-Holstein unter-
scheiden sich interessanterweise in der Zusammensetzung der Allele des MHC
Klasse IIB (WEGNER et al. 2003b; WEGNER 2004). Das heifdt, das die meisten
der Allele, die man in Flusspopulationen findet, nicht in Seepopulationen vor-
handen sind und umgekehrt. Auflerdem hat man auch Unterschiede in der
Diversitit der Parasitenfauna, die man in den beiden Habitattypen vorfindet,
beobachtet. Dreistachlige Stichlinge aus Seen sind von mehr Parasitenarten
befallen als Stichlinge aus Fliissen, hdufig auch mit hoherer Intensitit (KALBE

et al. 2002).

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Populationen einer Art, die in unterschiedlichen Habitattypen wie Seen und
Fliissen vorkommen, sind wahrscheinlich von verschiedenen Parasitenarten
befallen. Solche Populationen sollten jeweils an die Parasitenfauna ihres Hei-
mathabitats adaptiert sein und sich daher in bestimmten Merkmalen unter-
scheiden. Diese Adaptation kann zum Beispiel die Gene des MHC betreffen, da
verschiedene MHC-Allele vorteilhaft in der Detektierung unterschiedlicher
Parasiten sind. Hybride zwischen beiden Habitattypen sollten Fitnessverluste
erfahren, da sie an keines der beiden Habitate optimal angepasst sein werden
(SCHLUTER 2001). Diese Tatsache kann zu Artbildung fithren, beispielsweise
durch Verstirkung, da jeder Mechanismus, der die Entstehung solcher benach-

teiligter Hybride verhindert, selektionsbegiinstigt sein sollte (DOBZHANSKY
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1940). Ein solcher Mechanismus kann assortative Partnerwahl und Paarung

sein.

Abb. 3: Die verschiedenen Habitattypen See und Fluss. Gezeigt sind zwei der unter-
suchten Standorte. Links, Vierer See. Rechts, Schwale.

Tatsdchlich unterscheiden sich, wie oben beschrieben, Fluss- und Seepopu-
lationen des Dreistachligen Stichlings in Schleswig-Holstein sowohl in der Pa-
rasitenfauna (KALBE et al. 2002) als auch am MHC Klasse IIB (WEGNER et al.
2003b; WEGNER 2004). Die Unterschiede am MHC zwischen Fluss- und Seepo-
pulationen kénnten durch Adaptation an die unterschiedliche Parasitenfauna
evolviert und Hybride zwischen diesen Populationen schlechter adaptiert und
daher weniger fit sein. Des Weiteren ldsst die genetische Divergenz zwischen
Fluss- und Seepopulationen auf das Vorhandensein einer Paarungsbarriere
schlieflen, die nicht durch geografische Gegebenheiten verursacht wird
(REUSCH et al 2001b). Diese Paarungsbarriere kann aufrechterhalten werden,
indem die Weibchen Paarungspartner aus ihren Ursprungspopulationen, also
assortativ, wahlen. Des Weiteren ist es gut vorstellbar, dass die Weibchen sich
dabei olfaktorisch an den unterschiedlichen MHC-Genotypen in den jeweili-

gen Habitaten orientieren. In dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, ob
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die weiblichen Stichlinge der Fluss- und Seepopulationen Paarungspartner mit
einem MHC-Genotyp aus ihrem Ursprungshabitat und allgemeiner Partner aus
ihren Ursprungshabitaten anhand olfaktorischer Signale bevorzugen. Diese
assortative Partnerwahl konnte die genetische Divergenz zwischen Fluss- und
Seepopulationen des Dreistachligen Stichlings in Schleswig-Holstein erkldren.

Es wurden dazu zwei Experimente durchgefiihrt. In beiden hatten die
Weibchen jeweils die Wahl zwischen dem Geruch von zwei verschiedenen
Miénnchen. Im ersten Experiment wurden Versuche zur MHC Klasse IIB-
abhédngigen Partnerwahl vorgenommen. Hier sollte anhand von Stichlingen
aus einer See- und einer Flusspopulation gepriift werden, ob die weiblichen
Fische den Geruch eines Ménnchens mit Ursprungs-MHC-Genotyp (also aus
dem Ursprungshabitat des Weibchens stammend) gegeniiber dem eines Mann-
chens mit fremdem MHC-Genotyp bevorzugen. Dazu wurden zwei verschie-
dene Unterexperimente entwickelt. In Unterexperiment A sollte getestet wer-
den, ob sich die Weibchen aufgrund der Herkunft der Allele bzw. des MHC-
Genotyps (also ,,Ursprungsgenotyp” oder ,fremder Genotyp“) entscheiden. In-
dem beide Mannchen in Kombination mit dem Weibchen dieselbe Anzahl an
verschiedenen MHC-Allelen ergaben, wurde hier fiir die Allelanzahl kontrol-
liert. In Unterexperiment B dagegen sollte getestet werden, ob sich die Weib-
chen anhand der unterschiedlichen Anzahl an MHC Klasse IIB-Allelen, die sie
in Kombination mit dem Médnnchen mit dem Ursprungs- und mit dem Ménn-
chen mit dem fremden MHC-Genotyp erreichen, entscheiden. Denn es ist gut
vorstellbar, dass die Kombination mit dem Minnchen mit fremdem MHC-
Genotyp das Optimum {ibersteigt.

Im zweiten Experiment wurden Versuche zur habitatabhingigen Partner-
wahl durchgefiihrt. Hier sollte getestet werden, ob die Weibchen den Geruch

eines Minnchens aus ihrem Ursprungshabitat gegeniiber dem eines
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Minnchens aus dem fremden Habitat anhand allgemeiner olfaktorischer Sig-
nale bevorzugen. Dazu wurden Versuche an jeweils zwei See- und zwei Fluss-
populationen durchgefiihrt.

In beiden Experimenten wurde gegen die Nullhypothese getestet, dass kein
Unterschied im Wahlverhalten auftritt, das heift, dass die Weibchen den Ge-
ruch keines der beiden Minnchen bevorzugen. Unsere Erwartung entspre-
chend den obigen Ausfithrungen war, dass die Weibchen Méannchen mit ei-
nem Ursprungs-MHC-Genotyp bzw. Minnchen aus ihren Ursprungshabitaten
gegeniiber Mannchen mit fremdem MHC-Genotyp bzw. Mannchen aus dem

fremden Habitat favorisieren wiirden.
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2 Material und Methoden

2.1 Experiment 1: Versuche zur MHC-abhingigen Partnerwahl

2.1.1 Herkunft und Hilterung der Fische

Baltic Sea L‘X

Westensee

S
\I\Dieksee

Vierer See

g%

Schwale

=

25 km

e

Abb. 4: Standorte der Experimentalpopula-
tionen in Schleswig-Holstein. Kursiv: Experi-
ment 1. Gerade: Experiment 2.

Die Versuchsfische (Gaster-
osteus aculeatus) stammten
aus zwei verschiedenen Habi-
taten, einem See (Vierer See)
und einem Fluss (Schwale) in
Schleswig-Holstein, Deutsch-
land. Die beiden Habitate
sind nicht direkt miteinander
verbunden (s. Abb. 4). Die
fiir das Experiment verwen-
deten Mannchen und Weib-
chen stammten aus zwei ver-

schiedenen Ursprungspopula-

tionen. Die Minnchen waren Labornachzuchten der F2-Generation, die

Weibchen Wildfinge aus Vierer See und Schwale. Durch diese Kombination

waren Miannchen und Weibchen genetisch unabhingig voneinander.

Ich habe Midnnchen der F2-Generation verwendet, weil es so mdoglich war,

die genetischen Effekte des MHC von solchen im restlichen Genom getrennt

zu betrachten. Fiir ihre Nachzucht waren Wildfinge aus Vierer See und

Schwale untereinander gekreuzt worden (RAUCH 2006). Die resultierenden F1-

Hybride waren wiederum miteinander verpaart worden, wobei keine Paarun-

gen zwischen Verwandten stattfanden. Die F2-Nachkommen jeden Paares
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wurden als eine Familie bezeichnet. Es wurden vier dieser Familien ausge-
wihlt, bei denen die vorhandenen MHC Klasse IIB-Allele alle entweder ein-
deutig als aus dem Fluss (R) oder als aus dem See (L) stammend identifiziert
werden konnten. Die F2-Hybride innerhalb einer Familie wiesen vier ver-
schiedene MHC Klasse II B-Genotypen auf: den reinen Fluss-MHC (RR), den
reinen See-MHC (LL) und die beiden hybriden MHC (RL bzw. LR), wobei nur
die Fische mit reinem Fluss- oder See-MHC-Genotyp fiir die Versuche ver-
wendet wurden. Das restliche Genom konnte zwischen beiden Habitattypen
frei rekombinieren, der genetische Hintergrund beider Gruppen von Experi-
mentalfischen war also identisch. Daher konnten die Ergebnisse auf den MHC
Klasse IIB oder zumindest auf die Kopplungsgruppe, innerhalb der er vererbt
wird, zuriickgefiihrt werden. Verteilt auf die vier Familien standen insgesamt
50 Médnnchen mit reinem Fluss- und 48 mit reinem See-MHC zur Verfiigung.
Bezogen auf den MHC Klasse IIB stellten Mannchen mit RR-MHC fiir die
Schwale-Weibchen Ménnchen mit Ursprungs-MHC-Genotyp dar, Médnnchen
mit LL-MHC trugen den fremden MHC-Genotyp. Fiir die Vierer-See-
Weibchen galt das Umgekehrte.
Die F2-Fische wurden
in verschiedenen Klima-
kammern vor Versuchsbe-
ginn nacheinander vier
Wochen unter Herbst-
(12°C Luft- und Wasser-
temperatur und 12 L : 12D

Photoperiode), vier Wo-

chen unter Winter- (6°C

und 8 L : 16 D), sechs Abb. 5: Mannchen mit Nest im Aquarium.
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Wochen unter Friithlings- (12°C und 12 L : 12 D) und neun Wochen unter
Sommerbedingungen (18°C und 15 L : 9 D) gehiltert. Die Versuche habe ich
unter Sommerbedingungen durchgefiihrt. Die Fische befanden sich in Grup-
pen zu circa 20 Individuen in 10 1-Plastikaquarien mit kontinuierlichem Was-
seraustausch von 1 1 hl. Erst im Sommerraum habe ich an ihrer Rotfirbung
erkennbare Médnnchen einzeln in entsprechende 10 l-Aquarien gesetzt. Fiir die
spatere MHC-Typisierung wurde jedem Ménnchen (insgesamt 296 Individuen)
ein Stiick des ersten Dorsalstachels (ca. 2 mm) abgeschnitten. Allen Ménnchen
habe ich Nestmaterial aus Garnstiicken und Sand mit in das Aquarium gegeben
(s. Abb. 5) (AESCHLIMANN et al. 2003).

Die Versuchsweibchen wurden Ende Mai bis Ende Juni in beiden Habitaten
in Uferndhe mit Hilfe einfacher Késcher gefangen und getrennt nach Habitat
unter Friithlingsbedingungen (s.0.) gehiltert. Anfang August habe ich je 30
Weibchen aus Vierer See und Schwale in den Sommerraum, in dem sich auch
die Versuchsminnchen befanden (s.0.), umgesetzt. Die Weibchen wurden hier
in Gruppen von fiinf Individuen in 10 1-Plastikaquarien gehiltert. Nach einer
Woche habe ich die 60 Weibchen einzeln in entsprechende Aquarien gesetzt
und ein Stiick des ersten Dorsalstachels jeden Weibchens fiir die nachfolgende
MHC-Typisierung abgeschnitten.

Gefiittert wurden alle Fische unter Herbst-, Winter- und Friithlingsbedin-
gungen drei Mal pro Woche mit gefrorenem Futter (rote Miickenlarven, In-
terRyba). Unter Sommerbedingungen bekamen sie ebenfalls drei Mal pro Wo-
che gefrorenes Futter und zusitzlich jeden Tag Lebendfutter (Artemia, Tubi-
fex, rote und weifle Miickenlarven, InterRyba; Daphnia, Wildfinge). Die
Weibchen erhielten wihrend der Experimente dazu ein zweites Mal téglich

Lebendfutter.
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2.1.2 Versuche zur MHC-abhingigen Partnerwahl

Aufbau des Strémungskanals

Die Versuche zur Partnerwahl wurden in einem Strémungskanal durchgefiihrt
(s. Abb. 6). Darin wurde ein kontinuierlicher Wasserstrom erzeugt, der auf
beiden Seiten des Kanals gleich stark war. Ein Teil des Kanals war durch zwei
feine Drahtnetze, die senkrecht zur Fliefdrichtung angeordnet waren, vom
Rest des Kanals abgetrennt. Hier hinein wurde das Testweibchen wihrend der
Versuche gesetzt (Testbereich, s. Abb. 6). Von der Einstromoéffnung bis hinun-
ter zu dem Testbereich verlief parallel zum Wasserstrom in der Mitte des Ka-
nals eine trennende Wand. Dadurch wurde ein laminarer Wasserstrom {iiber
den Testbereich hinweg erzeugt, so dass sich auch dort, wo die trennende
Wand fehlte, das Wasser der linken und rechten Seite des Kanals nicht ver-

mischte.

| I | | || Wassereinstrom
* * /@ Wasser
/ Mannchen 1
/@ Wasser
N Méannchen 2

PV U N L)

< trennende
Wand

—————————————— <~ Drahtnetz

y Testbereich

Weibchen
—————————————— “— Drahtnetz Abb. 6: Stromungskanal. Die
gestrichelte  vertikale Linie
stellt die imaginare Mittellinie
des Testbereichs dar. Nahere
| i Erlauterungen siehe  Text.
|*| |*| Wasserausstrom Veréandert nach (HABERLI und

AESCHLIMANN 2004).
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Fir weitere Details siehe (REUSCH er al. 2001a; AESCHLIMANN et al 2003; HA-
BERLI und AESCHLIMANN 2004; MILINSKI et al. 2005).

In dem Stromungskanal konnte ein Versuchsweibchen getestet werden, in-
dem ihm stimulierendes Wasser aus zwei Geruchsquellen auf verschiedenen
Seiten des Kanals angeboten wurde. Als stimulierende Geruchsquellen habe
ich Wasser aus den Aquarien zweier Testmdnnchen verwendet (s.u.), das
durch jeweils vier diinne Schlduche (Durchmesser 2 mm) mit Hilfe einer peri-
staltischen Prizisionspumpe (ISMATEC MV, 100 W, 50 Hz) gleichzeitig in die
linke bzw. die rechte Seite des Kanals gepumpt wurde (100 ml min ).

Das Verhalten des Weibchens wurde mit Hilfe einer digitalen Videokamera
aufgenommen, die oberhalb des Testbereichs angebracht war. Von dort wurde
es auf einen Monitor iiberspielt. Eine horizontal auf dem Monitor eingezeich-
nete Linie (die ,Mittellinie®) teilte den Testbereich imaginér in eine in Flief3-
richtung linke und rechte Hilfte (s. Abb. 6, hier als gepunktete Linie darge-

stellt). In dem Testbereich selber war diese Linie nicht vorhanden.

Experimentelle Kombination der Versuchsfische

Der MHC Klasse IIB der Versuchsfische wurde vor Versuchsbeginn genetisch
analysiert und die jeweils pro Fisch vorhandenen Allele bestimmt (siehe 2.1.3.
Genotypisierung). Pro Versuch habe ich ein reifes Weibchen aus der Schwale
oder dem Vierer See mit Wasser aus den Aquarien zweier Mannchen im Stro-
mungskanal stimuliert. Die zwei Médnnchen stammten aus derselben Familie.
Eines besafs einen reinen Fluss-MHC Klasse IIB (RR), das andere einen reinen
See-MHC Klasse IIB (LL). Die Weibchen wurden also mit einem Minnchen
mit MHC-Genotyp aus der Ursprungspopulation und einem Minnchen mit
fremdem MHC-Genotyp getestet. Es sind zwei verschiedene Mechanismen

vorstellbar, wie eine Paarungsbarriere zwischen Fluss- und Seepopulationen
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durch olfaktorische Partnerwahl aufgrund von MHC-Unterschieden durch die

Weibchen gebildet werden kénnte. Die Versuchstripletts aus einem Weibchen

und zwei Minnchen habe ich daher in zwei Unterexperimenten auf unter-

schiedliche Weise zusammengestellt:

Unterexperiment A: In diesem Unterexperiment wurde fiir einen Einfluss der

Allelanzahl auf die Wahl des Weibchens kontrolliert, um eine mogliche
Partnerwahl auf die Herkunft des MHC zuriickfithren zu kénnen. Die
Allele (MHC Klasse IIB) des Weibchens ergaben in Kombination mit
einem Minnchen dieselbe oder eine hochstens um ein Allel voneinan-
der abweichende Anzahl an Allelen wie in Kombination mit dem zwei-
ten Miannchen (zur Zahlweise s.u.). Versuche, in denen das Mannchen
mit dem Ursprungs-MHC-Genotyp eine hohere Anzahl ergab, wurden
gleich hiufig durchgefiihrt wie Versuche, in denen das Mannchen mit
dem fremden MHC-Genotyp eine hohere Anzahl ergab. Es wurden 19
Versuche durchgefiihrt.

Unterexperiment B: In diesem Unterexperiment sollte folgende Hypothese
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getestet werden: Die Kombination der MHC-Allele eines Weibchens
mit denen eines Madnnchens mit fremdem MHC-Genotyp sollte héiufig
eine iiber dem Optimum liegende Anzahl an Allelen ergeben. Daher
sollte nicht das Ménnchen mit dem fremden, sondern das Midnnchen
mit dem Ursprungs-MHC-Genotyp gewihlt werden. In Unterexperi-
ment B wurden die Weibchen verwendet, fiir die keine zu Unterexpe-
riment A passenden Midnnchen gefunden wurden. Abgesehen davon
habe ich die Tripletts zufillig zusammengestellt. Wurde ein nicht zu
Unterexperiment A passendes Weibchen reif, habe ich es an diesem Tag
in Unterexperiment B eingesetzt. Die Allele (MHC Klasse IIB) des

Weibchens ergaben also in Kombination mit dem einen Minnchen
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zufillig eine um mindestens 1,5 Allele hohere oder niedrigere Anzahl

an Allelen wie in Kombination mit dem anderen Ménnchen. Es wurden

15 Versuche durchgefiihrt.
Die Weibchen stammten in beiden Unterexperimenten etwa zur Hilfte jeweils
aus dem Vierer See und der Schwale. Jedes Weibchen wurde nur einmal ver-
wendet. Aufgrund ihrer limitierten Anzahl habe ich die meisten Médnnchen in
beiden Unterexperimenten und damit zweimal eingesetzt. Ein Mannchenpaar
aus je einem der Unterexperimente wurde in dieser Zusammenstellung auch in
dem jeweils anderen verwendet, aber mit jeweils einem anderen Weibchen
kombiniert. Es wurde darauf geachtet, dass ungefihr die Hilfte der Mann-
chenpaare zuerst in Unterexperiment A, die andere Hélfte zuerst in Unterex-
periment B eingesetzt wurde. Pro Familie und Unterexperiment wurden zwei

bis acht erfolgreiche Replikate durchgefiihrt.

Zihlweise der Allele
Weibchen: a b c Die Allele von Weibchen und
) Minnchen wurden folgenderma-
Mannchen: d b e

3en zusammengezihlt: Alle Allele

Abb. 7: Fiktives Beispiel fur MHC-Allele. des Weibchens wurden aufsum-
miert. Dazu wurden die Allele des Mannchens addiert, die nicht im Weibchen
auftauchten. Zusitzlich rechnete man 0,25 Punkte fiir alle die Allele des
Minnchens, die auch im Weibchen vorhanden waren. Denn solche Allele
werden mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit in den Nachkommen zu finden
sein als Allele, die nur in einem der beiden Fische vorkommen. Zur Verdeutli-
chung soll hier ein fiktives Beispiel dienen (s. Abb. 7): Zahlt man alle Allele

des Weibchens zusammen (a,b,c), plus die, die beim Ménnchen, aber nicht

beim Weibchen auftauchen (d,e), erhdlt man fiinf Allele. Dazu addiert man
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noch ein Mal 0,25 fiir das Allel, das bei beiden Fischen auftaucht (b). Hier er-

geben sich in Kombination also 5,25 Allele.

Versuchsprotokoll

Jeden Morgen habe ich die reifen und ablaichbereiten Weibchen bestimmt.

Reife Weibchen waren durch einen sehr runden, durch die Eier angeschwol-

lenen Rumpf und eine leicht gedffnete rosafarbene Kloake erkennbar. Darauf-

hin habe ich nach einem der beiden Unterexperimente dazu passende Ménn-

chenpaare ermittelt. Es wurden nur Mdnnchen verwendet, die Nester gebaut

hatten und diese zur Zeit des Versuchs unterhielten. Die Minnchen eines Paa-

res waren ungefihr gleich rot. Die Ménnchen wurden dann folgendermafien

stimuliert: Direkt vor das Aquarium jedes Méannchens wurde ein reifes Weib-

Abb. 8: Stromungskanal. FlieRrichtung des
Wassers von links nach rechts. Videokame-
ra oberhalb des Testbereichs nimmt das
Verhalten des Weibchens auf.
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chen in einem wassergefiillten
2,5 1-Plastikbehilter gestellt. Es
blieb dort so lange, bis ich be-
obachten konnte, dass das
Miénnchen das klebende Nieren-
sekret auf das Nest abgeben hat-
te (,geklebt® hatte, s. Einlei-
tung). Nur Minnchen, die an
einem bestimmten Versuchstag
oder hochstens einen Tag zuvor
geklebt hatten, wurden fiir die
Versuche an diesem Tag benutzt.
Das stimulierende Wasser aus
den Aquarien der beiden Minn-

chen habe ich nacheinander
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immer an der gleichen Stelle ungefihr 2 cm iiber den Nestern entnommen und
in zwei saubere Glasflaschen gefiillt.

Das Versuchsweibchen wurde mit Hilfe einer Glaspfeife (Eydam) von ihrem
Becken zum Stromungskanal (s. Abb. 8) transportiert, wo es in die Mitte des
Testbereichs gesetzt wurde. Uber den Monitor konnte ich das Verhalten des
Weibchens beobachten. Der Versuch wurde, zwei Minuten nachdem das
Weibchen die auf dem Monitor zu sehende imagindre Mittellinie gekreuzt
hatte, gestartet (Akklimatisationsphase). Der genaue Versuchsablauf war fol-
gender: Dem Weibchen wurde fiir fiinf Minuten das stimulierende Wasser aus
den Becken der beiden Minnchen angeboten. Es folgte eine zweiminiitige
Pause, in der neutrales Wasser in den Kanal gepumpt wurde. Darauthin wurde
wieder fiir fiinf Minuten stimulierendes Wasser in den Kanal geleitet, diesmal
mit vertauschten Seiten, wodurch fiir einen moglichen Effekt der beiden Sei-
ten des Kanals kontrolliert werden sollte. Die Seite des Kanals, in die in den
ersten fiinf Minuten das Wasser des Mannchens mit Ursprungs-MHC-Genotyp
geleitetet wurde, wechselte von Versuch zu Versuch (AESCHLIMANN et al
2003). Der Versuch wurde mit Hilfe der Videokamera aufgenommen. Er wur-
de gewertet, wenn zwei Kriterien erfiillt waren. Erstens musste sich das Weib-
chen mindestens fiinf Minuten in der, in FlieRrichtung, vorderen Hilfte des
Testbereichs aufgehalten haben. Zweitens musste es spitestens 48 Stunden
nach dem Versuch abgelaicht haben. Beide Kriterien dienten dazu, Versuche

mit Weibchen, die noch nicht ablaichbereit waren, auszuschliefien.

Auswertung der Videos und Datenanalyse
Die Auswertung der Daten wurde blind durchgefiihrt. Das bedeutet, dass fiir
mich bei der Analyse der Videos nicht zu sehen war, auf welcher Seite des Ka-

nals das Wasser des Minnchens mit Heimat-MHC-Genotyp, bzw. des
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Minnchens mit fremdem MHC-Genotyp, floss. Gemessen wurde die Zeit in
Sekunden, die das Versuchsweibchen wihrend der zehnminiitigen Zufuhr des
stimulierenden Wassers auf jeder Seite des Kanals verbrachte. Als Wechsel der
Seite wurde betrachtet, wenn das Weibchen mit seiner ,Nase® die imaginire
Mittellinie auf dem Monitor iiberquerte.

Bei der weiteren Auswertung dieser Daten wurde die Zeit (in Sekunden)
verwertet, die das Weibchen auf der Seite des Mdnnchens mit dem Ursprungs-
MHC-Genotyp verbracht hatte. Aufierdem wurde fiir jeden Versuch die halbe
Versuchsdauer bestimmt (rund 300 Sekunden). Von der Verweildauer des
Weibchens auf der Seite des Médnnchens mit Ursprungs-MHC-Genotyp wurde
dann die halbe Versuchsdauer subtrahiert (zeitliche Priferenz Ursprungs-
MHUC, siehe Ergebnisse). Demnach zeigte ein positiver Wert eine Priferenz fiir
das Méannchen mit dem Ursprungs-MHC-Genotyp, ein negativer Wert eine

Priferenz fiir das Ménnchen mit dem fremden MHC-Genotyp an.

2.1.3 Genotypisierung

DNA-FExtraktion

Die DNA habe ich aus einem circa 2 mm langen Stiick des ersten Dorsalsta-
chels der Versuchsfische gewonnen. Dazu wurden die Stachelstiicke nach
Standardprotokoll in Chelex/Proteinase K-Losung inkubiert (Chelex 100, Bio-
rad, in wiassriger Losung; 14 mg/ml Proteinase K, Sigma Aldrich, in Tris-HCI,
pH 7,5). Anschlieffend wurden sie sofort in den Gefrierschrank (- 20°C) ge-

stellt und dort gelagert.
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Genotypisierung mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Aufgrund der Ahnlichkeit der duplizierten MHC Klasse II-Loci (s. Einleitung)
ist die Verwendung von Primern, die gezielt einzelne Loci amplifizieren,
schwierig (REUSCH et al. 2004). Daher wurde eine motivspezifische PCR-
Strategie angewendet, die nicht zwischen einzelnen Loci unterscheidet
(WEGNER 2004). Dabei wurde ein 175-211 Basenpaare langes Stiick der Anti-
gen prisentierenden Region (APR) des MHC Klasse IIB-Gens (das Exon 2 der
schweren B-Kette des MHC IIB-Komplexes) amplifiziert. Es wurden acht ver-
schiedene floureszensmarkierte Reverse-Primer (StichSSCP_RO1 - R08, Meta-
bion) verwendet (WEGNER 2004). Dadurch konnte innerhalb aller vorkom-
menden Sequenzen eine erste Sortierung in acht verschiedene Sequenzgrup-
pen getroffen werden, innerhalb derer wiederum die unterschiedlichen Allele
durch Single-strand Conformation Polymorphism-Analyse (SSCP) (s.u.) aufge-
trennt werden konnten. Der Forward-Primer (GA11 F, (SATO et al. 1998); Me-
tabion) war unmarkiert und immer identisch. Zu weiteren Details siehe

(WEGNER 2004).

Single-strand Conformation Polymorphism (SSCP) Analyse

Mit Hilfe einer Single-strand Conformation Polymorphism (SSCP)-Analyse
konnen Sequenzpolymorphismen mittels einer Fragmentanalyse detektiert
werden. Nur so ist es moglich, in den relativ grofien Stichproben zu einer zii-
gigen Genotypisierung ohne Sequenzierung zu kommen. Die SSCP-Analyse
macht sich zunutze, dass einzelstringige DNA-Fragmente sequenzabhingig in
nativen, nicht-denaturierenden Polymeren aufgrund sequenzspezifischer Se-
kundédrstrukturen eine unterschiedliche elektrophoretische Mobilitdt aufwei-

sen (BINZ er al 2001). Die Analyse wurde in einem Kapillarsequenzierer
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(3100 Genetic Analyser, Applied Biosystems) durchgefiihrt. Zu weiteren De-
tails sieche (WEGNER 2004).

Die detektierten Peaks wurden mit Hilfe der Genescan- und Genotypersoft-
ware ausgewertet. Obwohl die einzelnen Sequenzen von bis zu sechs verschie-

denen Loci stammen, werden sie der Einfachheit halber als Allele bezeichnet.

2.1.4 Statistische Analyse

Die Analysen wurden mit Hilfe ungepaarter und gepaarter t-Tests durchge-
fithrt. Waren die Daten nicht normalverteilt oder die Varianzen nicht homo-
gen, wurden sie log-transformiert. Vergleiche zwischen zwei Stichproben, bei
denen eine Stichprobe nicht normalverteilt war, wurden mit dem Wilcoxon
2-Sample Test durchgefiihrt.

Falls See- und Flussfische getrennt analysiert wurden, erniedrigte sich das
geforderte Signifikanzniveau fiir den einzelnen Vergleich nach Bonferroni-
Korrektur auf P = 0,025, um fiir den Gesamttest einen nominalen Fehler von

o = 0,05 nicht zu tberschreiten.

2.2 Experiment 2: Versuche zur habitatabhingigen Partnerwahl

2.2.1 Herkunft und Hélterung der Fische

Die in Experiment 2 verwendeten Stichlinge waren F1-Labornachzuchten. Sie
stammten von insgesamt vier Populationen aus zwei Seen (Westensee und
Dieksee) und zwei Fliissen (Eider und So6hren) ab. Je ein See und ein Fluss sind
natiirlich miteinander verbunden, die Eider flief3t in den Westensee, der Soh-

ren in den Dieksee (s. Abb. 4). Fiir die Nachzucht waren die Fische nur
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innerhalb der einzelnen Habitate verpaart (reine Linien) und die F1-
Nachkommen einzelner Paare als eine Familie bezeichnet worden. Es standen
pro Habitat vier bis sieben verschiedene Familien mit einem bis 20 Individuen
zu Verfligung. Ich habe die Fische vor Versuchsbeginn vier Wochen unter
Herbst-, sieben Wochen unter Winter-, sechs Wochen unter Frithlings- und
sechs Wochen unter Sommerbedingungen gehiltert (Temperatur- und Licht-
bedingungen s. Experiment 1). In allen Klimakammern befanden sie sich in
Gruppen von einem bis 20 Fischen in 10 1-Plastikaquarien. Unter Sommerbe-
dingungen habe ich sie nach und nach einzeln gesetzt und jedem Minnchen
Nestmaterial mit in sein Becken gegeben (s. Experiment 1). Die Becken wur-
den so aufgestellt, dass jedes Minnchen immer neben mindestens einem
Weibchen stand. Die Fiitterungsbedingungen entsprachen denen aus Experi-

ment 1.
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Abb. 9: Klimakammer mit
Sommerbedingungen, in der
die Versuche zur Partner-
wahl durchgefiihrt wurden.

2.2.2 Versuche zur habitatabhingigen Partnerwahl

Als experimenteller Aufbau wurde entsprechend Experiment 1 der Stro-

mungskanal benutzt. Wie in Experiment 1 habe ich nur ablaichbereite reife
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Weibchen und Miénnchen, die ein Nest unterhielten, verwendet. Die beiden
Minnchen, die getestet werden sollten, waren ungefihr gleich rot. Die pro
Habitat vorhandenen Familien und Individuen reichten nicht fiir ein gleich-
mafiges Versuchsdesign, mit dem man fiir Familieneffekte hitte kontrollieren
konnen, aus. Die Versuchstripletts aus einem Weibchen und zwei Méannchen
habe ich daher folgendermafien zusammengestellt: Weibchen aus dem Wes-
tensee wurden mit je einem Minnchen aus dem Westensee und der Eider
kombiniert, genauso wie Weibchen aus der Eider. Weibchen aus Dieksee und
Séhren wurden entsprechend mit je einem Dieksee- und einem Séhrenminn-
chen getestet. Das Weibchen gehorte immer zu einer anderen Familie als die
Maiénnchen, das heifdt, dass pro Versuch drei verschiedene Familien miteinan-
der kombiniert wurden. Es wurden Fische aus moglichst vielen Familien pro
Habitat verwendet, um zu verhindern, dass die Ergebnisse nur von einer Fami-
lie beeinflusst wurden. Auflerdem wurden die Familien in mdglichst vielen
Kombinationen zusammengestellt. Eine fiir einen Versuch gebildete Kombina-
tion aus drei Familien wurde nicht wieder verwendet. Alle Fische wurden nur
einmal benutzt.

Das Versuchsprotokoll entsprach dem unter Experiment 1 (siehe Punkt

2.1.2) beschriebenen.

2.2.3 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten entsprach der unter Punkt 2.1.4 be-

schriebenen.
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3 Ergebnisse

3.1 Experiment 1: Versuche zur MHC-abhingigen Partnerwahl

3.1.1 Genetische Differenzierung und Diversitit der MHC Klasse IIB-Gene der
Versuchsfische

Die Details zur genetischen Analyse des MHC Klasse IIB der verwendeten
Weibchen finden sich in Tabelle 1. Es zeigte sich, dass acht aller detektierten
Allele in beiden Habitaten vorkamen (entspricht 27,12%). Die Uberlappung
war also wie erwartet gering. Die Individuen aus dem Vierer See besafien eine
signifikant niedrigere durchschnittliche Anzahl an Allelen des MHC Klasse IIB
(Wilcoxon 2-sample Test: Z = -2,41, n = 19 (Schwale), n = 15 (Vierer See), P =
0,0159. Wilcoxon-Test, da Vierer See-Daten nicht normalverteilt). Dies ent-
spricht nicht der Erwartung, dass Seefische eine hohere Diversitit an MHC

Klasse IIB-Genen aufweisen.

Tab. 1: Diversitat der MHC Klasse [IB-Allele der Versuchsweibchen.

Habitat Anzahl Allele Durchschnittl. Anzahl
/Habitat Allele/Individuum (+ SE)

Schwale 31 7,05+ 0,39

Vierer See 28 5,67 £ 0,23

Total 51 6,44 + 0,26

Die Genotypisierung der F2-Minnchen (siehe dazu Tabelle 2) zeigte, dass
alle detektierten Allele entweder nur in Fischen mit Fluss-Genotyp (RR) oder

nur in Fischen mit See-Genotyp (LL) vorkamen. Die Anzahl an Allelen, die die
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Familien des RR-Genotyps im Schnitt trugen, war nicht verschieden von der,
die die Familien des LL-Genotyps im Schnitt aufwiesen (t = 0,56, n = 8§,

P=0,5945).

Tab. 2: Diversitat der MHC Klasse [IB-Allele der Versuchsmannchen.

Genotyp Anzahl Allele durchschnittl. Anzahl
/Genotyp Allele/Familie (+ SE)

Fluss (RR) 11 6,25+0,8

See (LL) 15 6,75+0,5

Total 26 6,5+0,4

Der Vergleich der F2-Mannchen mit den Weibchen zeigte Folgendes: Von
den elf verschiedenen Allelen des MHC Klasse IIB des RR-Genotyps waren
acht sowohl in Weibchen aus dem See als auch in Weibchen aus dem Fluss
vorhanden, sie wurden also in beiden Habitaten gefunden (entspricht 72,73%).
Dies ist ein {iberraschend hoher Anteil. Von den 15 Allelen des LL-Genotyps
wurde eines in Weibchen aus beiden Habitaten detektiert (entspricht 6,67%).

In Unterexperiment B ergab die Kombination mit einem Ménnchen zufillig
eine andere Anzahl an Allelen des MHC Klasse IIB als mit dem anderen
Minnchen. In 17 von 18 Versuchen ergab die Kombination mit dem Ménn-
chen mit dem fremden MHC-Genotyp eine hohere Anzahl als die Kombinati-

on mit dem Méannchen mit dem Urspungs-MHC-Genotyp.
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3.1.2 Versuche zur MHC-abhingigen Partnerwahl

Die in Abbildung 10 und den weiteren Abbildungen gezeigten Mittelwerte
(zeitliche Priferenz Ursprungs-MHC bzw. Ursprungshabitat) ergaben sich wie
unter Material und Methoden beschrieben. Die Weibchen verbrachten in bei-
den Unterexperimenten mehr Zeit auf der Seite des Mannchens mit MHC
Klasse IIB-Genotyp aus der Ursprungspopulation (s. Abb. 10). Beide Werte wa-
ren jedoch nicht signifikant verschieden von Null. Daher ist die Préferenz fiir
das Méannchen mit MHC aus der Ursprungspopulation, entgegen unseren Er-
wartungen, statistisch nicht abgesichert (fir A: t = 1,21, n = 19, P = 0,2422; fiir
B:t=0,96, n =15, P = 0,4993).

80

60 -

40 -

20 -

zeitliche Préferenz Ursprungs-
MHC

A B

Unterexperiment

Abb. 10: Olfaktorische Praferenz von Stichlingsweibchen fir M&nnchen mit MHC Klasse
IIB der Ursprungspopulation. Gezeigt sind die gemittelten Werte (+ Standardfehler) der
Dauer (in sec), die die Weibchen in beiden Unterexperimenten auf der Seite des Mann-
chens mit Ursprungs-MHC-Genotyp verbrachten. Stichprobenumfang siehe Text.

Einige der Mdnnchen wurden nur in einem der beiden Unterexperimente

eingesetzt. Um zu testen, ob sich die Mittelwerte der beiden Unterexperimente
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unterscheiden, konnen aber nur Versuche mit solchen Mannchenpaaren be-
trachtet werden, die auch tatsichlich in beiden Unterexperimenten verwendet
wurden. Die beiden Unterexperimente stellen in diesem Fall verbundene
Stichproben dar. Bezieht man also nur die Versuche mit den Ménnchen ein,
die zweimal eingesetzt wurden, blieben die Weibchen ebenfalls in beiden Un-
terexperimenten linger auf der Seite des Minnchens mit Urprungs-MHC-
Genotyp (A: 59,23 + 35,48 sec und B: 16,96 + 36,79 sec; keine Abbildung). Bei-
de Werte waren nicht verschieden von Null (A: t = 1,67, n = 13, P = 0,1209; B:
t = 0,64, n = 13, P = 0,653). Bezogen auf diese Werte zeigte sich kein Unter-

schied zwischen den beiden Unterexperimenten (paired #test: £= 1,08, n =13,

P=0,3002).
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Abb. 11: Olfaktorische Praferenz von Stichlingsweibchen fir Mannchen mit MHC Klasse
IIB aus der Ursprungspopulation. Gezeigt sind die gemittelten Werte (+ Standardfehler)
der Dauer (in sec), die die Weibchen getrennt nach Habitat auf der Seite des Mannchens
mit Ursprungs-MHC-Genotyp verbrachten. a), Unterexperiment A. b), Unterexperiment B.
Stichprobenumfang siehe Text.
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In Unterexperiment A (Abb. 11 a) verbrachten sowohl die Weibchen aus dem
Vierer See als auch die Weibchen aus der Schwale mehr Zeit auf der Seite des
Ménnchens mit MHC Klasse 1B aus der Ursprungspopulation. Allerdings zeigten
sie in beiden Fallen keine signifikante Praferenz (Vierer See:t=0.48,n =9, P =
0,6453, Schwale: t = 1,23, n =10, P = 0,2513).

In Unterexperiment B (Abb. 11 b) verbrachten die Weibchen aus beiden
Habitaten ebenfalls mehr Zeit auf der Seite des Médnnchens mit Ursprungs-
MHC-Genotyp. Auch hier waren beide Werte nicht von Null verschieden
(Vierer See: t = 0,34, n = 6, P =0,7481; Schwale: t = 0,58, n =9, P = 0,5777). In
beiden Unterexperimenten bestand zwischen den zwei Habitaten kein Unter-
schied im Wahlverhalten der Weibchen (A: t = 0,41, n = 9 (Vierer See), n = 10
(Schwale), DF = 17, P = 0,684; B: t = 0,17, n = 6 (Vierer See), n = 9 (Schwale),
DF =13, P =0,8748).

3.2 Experiment 2: Versuche zur habitatabhidngigen Partnerwahl

a) b)
40 40

Habitat

-40 -40 |

zeitliche Praferenz Ursprungs-

-80 -80
See + Huss See Fluss

Habitat Habitat

Abb. 12: Olfaktorische Praferenz von Stichlingsweibchen fiir Mannchen aus ihrem Ur-
sprungshabitat. Gezeigt sind die gemittelten Werte (+ Standardfehler) der Dauer (in sec),
die die Weibchen auf der Seite des Ursprungsmannchens verbrachten. a), Mittelwert aller
Versuche. b), Mittelwerte der Versuche getrennt nach Habitattyp. (See = Westensee und
Dieksee, Fluss = Eider und Séhren). Stichprobenumfang siehe Text.
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In Experiment 2 verbrachten die Weibchen insgesamt weniger Zeit auf der
Seite des Mannchens aus der Ursprungspopulation als unter einer reinen Zu-
fallspraferenz (s. Abb. 12 a). Dieser Wert war nicht verschieden von Null,
weswegen wir nicht von einer echten Ablehnung des Mdnnchens aus dem Ur-
sprungshabitat bzw. einer echten Priferenz fiir das Médnnchen aus dem frem-
den Habitat sprechen konnen (t = -1.66, n = 38, P = 0.1061). Die Seeweibchen
(aus Westensee und Dieksee) verbrachten fast 50 Sekunden weniger auf der
Seite des Mannchens aus der Ursprungspopulation, die Flussweibchen (aus Ei-
der und S6hren) blieben fast gleich lang auf beiden Seiten des Kanals (s. Abb.
12 b). Es zeigte sich aber in beiden Fillen keine echte Ablehnung bzw. Prife-
renz (See: t =-2,32, n =21, P=0.0311; Fluss t = -0,77, n = 17, P = 0,4553. Daten
log-transformiert). Das Ausbleiben von Resultaten in diesem Experiment be-
statigt die ausbleibenden Resultate aus Experiment 1 (Versuche zur MHC-
abhéngigen Partnerwahl). Es trat kein Unterschied zwischen dem Wahlverhal-
ten der See- und Fluss-Weibchen auf (Wiloxon 2-sample Test: Z = 1,54, n = 38,

P =0,1243. Wilcoxon-Test, da Fluss nicht normalverteilt).
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4 Diskussion

Die genetische Divergenz zwischen Fluss- und Seepopulationen des Dreistach-
ligen Stichlings ist auffallig und deutet auf eine Paarungsbarriere hin (REUSCH
et al. 2001b). Diese Paarungsbarriere konnte durch olfaktorische Partnerwahl
der Weibchen bewirkt werden, indem die Weibchen Paarungspartner aus ih-
rer Ursprungspopulation, also assortativ, wiahlen. In dieser Studie konnte ich
einen solchen Mechanismus allerdings nicht zeigen. Entgegen unseren Erwar-
tungen zeigten die Versuchsweibchen in beiden Experimenten kein signifi-
kantes Wahlverhalten. Es konnte keine assortative Wahl, also eine Priferenz
des Minnchens mit Ursprungs-MHC-Genotyp oder des Mannchens aus dem

Ursprungshabitat, allerdings auch keine dissortative Wahl beobachtet werden.

4.1 Experiment 1: Versuche zur MHC-abhingigen Partnerwahl

Bei der Genotypisierung der Weibchen zeigte sich, dass sich Fluss- und Seefi-
sche in der Kombination der Allele des MHC Klasse IIB unterscheiden. Nur
gut ein Viertel der vorhandenen Allele war in beiden Habitaten vorhanden.
Die reinen Fluss- und See-Genotypen der Mannchen wiesen jeweils vollstin-
dig verschiedene Allele des MHC Klasse IIB auf. Diese Tatsachen bestitigen
eine der Grundannahmen dieser Studie: MHC Klasse IIB-Genotypen unter-
scheiden sich zwischen Fluss- und Seepopulationen (WEGNER et al 2003b;
WEGNER 2004). Dies erdffnet die Moglichkeit der Partnerwahl basierend auf
diesen Unterschieden. Der Vergleich der MHC-Genotypen der Versuchs-
méinnchen mit denen der Versuchsweibchen zeigte allerdings Folgendes: Gut
70 Prozent der MHC Klasse IIB-Allele, die in den Mannchen mit reinem Fluss-

Genotyp vorhanden waren, wurden sowohl in Weibchen aus der Schwale als
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auch in Weibchen aus dem Vierer See gefunden. Dieser hohe Prozentsatz an
Allelen, die in beiden Habitattypen vorkommen, war iiberraschend, da die
Familien der Mannchen so ausgewidhlt worden waren, dass jedes Allel als ein-
deutig aus dem Fluss oder aus dem See stammend identifiziert werden konnte.

Der bei dem Vergleich der natiirlichen Populationen der Weibchen gefun-
dene moderate Prozentsatz an Allelen, die in beiden Habitaten vorliegen, ist
gut erkldrbar. Es gibt verschiedene Parasitenarten, die sowohl im See als auch
im Fluss vorkommen (KALBE ez al. 2002), und daher sollte es auch Allele ge-
ben, die in beiden Habitaten vorteilhaft und damit selektionsbegiinstigt sind.
Den mit 70 Prozent erh6hte Anteil solcher Allele, der in den Madnnchen mit
reinem Fluss-Genotyp gefunden wurde, kann man sich folgendermafen erkla-
ren: Die Médnnchen stellen eine sehr kleine Stichprobe dar, da insgesamt nur
vier verschiedene Familien, also vier Genotypen, in den Versuchen verwendet
wurden. Eine zufillige Erh6hung des Prozentsatzes an Allelen, die in beiden
Habitattypen verbreitet sind, kann man sich also leicht vorstellen. Der hohe
Anteil dieser Allele in den Médnnchen mit reinem Flussgenotyp sollte also un-
serer Annahme nicht widersprechen.

Erstaunlicherweise wiesen die einzelnen Weibchen aus dem Fluss im
Schnitt signifikant mehr Allele des MHC Klasse IIB auf als die Weibchen aus
dem See. Das ist iiberraschend, da es im See eine hohere Parasitendiversitit
gibt und oft auch eine hohere Intensitit des Befalls (KALBE er a/ 2002). Man
sollte also annehmen, dass es im See von Vorteil fiir die einzelnen Fische wire,
eine hohere MHC-Diversitdt aufzuweisen, um mehr Parasiten detektieren zu
konnen. Diese Annahme konnte nicht bestitigt werden.

In den Versuchen zur MHC-abhingigen Partnerwahl konnte ich keine sig-
nifikante Bevorzugung der Minnchen mit Ursprungs-MHC-Genotyp {iber

Minnchen mit fremdem MHC-Genotyp durch die Weibchen feststellen.
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Allerdings kann das Vorhandensein assortativer Wahl aufgrund von MHC-
Unterschieden von mir auch nicht sicher abgelehnt werden. Um formal die
Nullhypothese (keine Bevorzugung eines der beiden Minnchens, also keine
assortative Partnerwahl) anzunehmen, miisste zunichst eine Teststirken
(= Power)-Analyse durchgefiihrt werden. Fiir die Analyse wiederum miisste
eine Effektgrofie definiert werden, die noch biologisch relevant ist. Diese kann
von den vorhandenen Daten allerdings nur schwer abgeleitet werden.

Um die Moglichkeit zu betrachten, dass der untersuchte Mechanismus in
der Natur vorhanden ist, von mir aber nicht detektiert wurde, miissen maogli-
che Fehler bedacht werden. Erstens sind experimentelle Fehler sowohl bei den
molekulargenetischen Methoden als auch bei den Methoden fiir die Versuche
zur Partnerwahl nicht auszuschlief3en. Allerdings handelt es sich in beiden
Féillen um erprobte Methoden, und es wurde nach bewidhrten Protokollen
vorgegangen (u.a. REUSCH er al 200la; HABERLI und AESCHLIMANN 2004;
WEGNER 2004). Des Weiteren wurde die Auswertung der Versuche zur Part-
nerwahl blind vorgenommen, um Beeinflussung und mogliche Fehler zu mi-
nimieren. Zweitens ist es moglich, dass Fehler bei der Bestimmung der Anzahl
der Allele pro Individuum gemacht wurden. Allerdings wurden Individuen, in
denen weniger als drei Allele detektiert wurden, nicht fiir die Versuche ver-
wendet. Dadurch wurde die Gefahr vermindert, Fehler durch eine schlechte
DNA-Extraktion und folgende Typisierung zu machen. Drittens muss man die
Moglichkeit bedenken, dass die Weibchen wihrend der Partnerwahlversuche
nicht gewihlt haben, weil sie nicht an einer Partnerfindung interessiert wa-
ren. Allerdings wurde dieses Risiko durch zwei Kriterien verkleinert: Es wur-
den nur Versuche gewertet, bei denen die Weibchen erstens mindestens die
Halfte der Versuchszeit im vorderen Teil des Stromungskanals verbrachten

und zweitens nach spitestens 48 Stunden abgelaicht hatten. Zusammenfassend
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sollte man es daher als relativ unwahrscheinlich betrachten, dass assortative
Wahl aufgrund von MHC-Unterschieden bei den untersuchten Populationen
von G. aculeatus in der Natur zu finden ist. Dennoch kann ich nicht sicher sa-
gen, dass dieser Mechanismus tatsichlich nicht vorkommt. Allerdings wurden
in anderen Studien zu MHC-abhidngiger Partnerwahl bei G. aculeatus mit ver-
gleichbarem Stichprobenumfang wie in dieser Arbeit signifikante Ergebnisse
erzielt (REUSCH et al 2001a; AESCHLIMANN et al 2003; MILINSKI et al. 2005).
Wenn assortative Wahl die genetische Divergenz zwischen Fluss- und Seekla-
de aufrechterhilt, sollte dieser Effekt eine entsprechende Stirke haben und
mit dem in dieser Studie verwendeten Stichprobenumfang zu detektieren sein.

Die Versuche zur MHC-abhingigen Partnerwahl basierten auf der Annah-
me, dass die Weibchen in der Lage sind, zwischen Ursprungs- und fremdem
MHC-Genotyp zu unterscheiden, und es bleibt zu diskutieren, wie realistisch
diese Annahme war. In Unterexperiment A gingen wir davon aus, dass die Un-
terscheidung iiber die Herkunft, also den MHC- oder Alleltyp, lduft. Eine Un-
terscheidung zwischen seltenem Genotyp (wahrscheinlich vorteilhaft) und
fremdem Genotyp (wahrscheinlich nachteilig) ist denkbar, wenn man sich das
Vorhandensein eines habitatspezifischen Markers innerhalb der Kopplungs-
gruppe des MHC Klasse IIB vorstellt. Die Evolution eines solchen Markers ist
denkbar, da ein Weibchen gemifd den Ausfiihrungen in der Einleitung einen
Vorteil erfahren sollte, wenn es sich MHC-assortativ paart. Der Selektions-
druck auf assortative Paarung konnte folglich auch die Evolution eines habitat-
spezifischen Markers bewirken. In Unterexperiment B gingen wir davon aus,
dass die kombinierte Anzahl an MHC-Allelen mit dem Mannchen mit frem-
dem MHC-Genotyp hiufig oberhalb des Optimums liegt und die unterschied-
liche kombinierte Anzahl mit fremdem und Ursprungs-MHC-Genotyp die Ur-

sache fiir die assortative Wahl ist. Tatsdchlich ergab die Kombination mit dem
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Miénnchen mit fremdem MHC-Genotyp in 17 von 18 Versuchen eine héhere
Anzahl an MHC-Allelen als die Kombination mit dem Ménnchen mit Ur-
sprungs-MHC-Genotyp. Demnach waren beide Mechanismen denkbar und ein

guter Ausgangspunkt fiir die durchgefiihrten Experimente.

4.2 Experiment 2: Versuche zur habitatabhingigen Partnerwahl

Wenn die Weibchen nicht anhand der Unterschiede zwischen Ursprungs- und
fremdem MHC-Genotyp assortative Partnerwahl zeigen, ist es dennoch gut
vorstellbar, dass sie assortative olfaktorische Wahl anhand genereller Signale
erkennen lassen. Denn assortative Partnerwahl kann durch divergierende Se-
lektion in verschiedenen Habitattypen entstehen (VINES und SCHLUTER 2005)
und kann vorhandene Divergenz aufrechterhalten (SEEHAUSEN et al 1997),
und olfaktorische Partnerwahl bei Stichlingen wurde beobachtet (u. a. REUSCH
et al. 2001a; HABERLI und AESCHLIMANN 2004). Entgegen unseren Erwartungen
zeigten die Weibchen allerdings auch in diesem Experiment keine Priferenz
fiir das Ménnchen aus der Ursprungspopulation.

Die Weibchen aus den Seen zeigten iiberraschenderweise einen Trend in
die Richtung, dass sie im Schnitt linger auf der Seite des fremden Ménnchens
blieben. Allerdings ist auch dieses Ergebnis statistisch nicht abgesichert, daher
ist bei der Interpretation Vorsicht angebracht. Denkbar wire, dass die ver-
wendeten F1-Familien zufillig nah verwandt waren und die Weibchen daher
versuchten, dissortativ zu paaren, um eine suboptimale Kombination von
MHC-Allelen zu verhindern. Da keine MHC-Typisierungen durchgefiihrt
wurden und die Priferenz nicht signifikant war, bleibt diese Annahme aller-

dings spekulativ.
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4.3 Allgemeine Betrachtung

Das Ausbleiben von Ergebnissen in Experiment 2 bestitigt dasjenige aus Expe-
riment 1, da ich auch im zweiten Experiment keine Praferenz fiir das Ménn-
chen aus dem Ursprungshabitat, das auch einen Ursprungs-MHC-Genotyp
trigt, finden konnte. Das zweimalige Ausbleiben von Ergebnissen deutet dar-
auf hin, dass die weiblichen Stichlinge keine olfaktorische assortative Part-
nerwahl zeigen, weder aufgrund der Unterschiede am MHC Klasse IIB noch
aufgrund allgemeiner olfaktorischer Signale. Die beobachtete genetische Di-
vergenz zwischen See- und Flusspopulationen des Dreistachligen Stichlings in
Schleswig-Holstein scheint demnach nicht auf der beschriebenen olfaktori-
schen Partnerwahl der Weibchen zu basieren.

Allerdings ist aufgrund des genetischen Musters offensichtlich, dass kein
oder nur ein geringes Mafd an Genfluss zwischen See- und Flusspopulationen
herrscht (REUSCH et al. 2001b). Es sollte demnach andere Mechanismen geben,
die die postulierte Paarungsbarriere verursachen. Es gibt keinen Hinweis dar-
auf, dass in Schleswig-Holstein zwei Kolonisationswellen stattgefunden haben.
Daher ist die genetische Divergenz zwischen See- und Flussklade wahrschein-
lich durch schnelle adaptive Anpassung an verschiedene 6kologische Nischen
entstanden (REUSCH et a/ 2001b). Laborexperimente haben direkt gezeigt, dass
Adaptation an verschiedene Umwelten sowohl in Allopatrie (RICE und
HOSTERT 1993) als auch in Sympatrie (RICE und SALT 1990) ein gewisses Maf
an reproduktiver Isolation erzeugen kann. Aufierdem scheinen 6kologische
Unterschiede oft eine Quelle divergierender Selektion in der Natur zu sein
(RUNDLE und NoOsIL 2005). Die Habitate Fluss und See unterscheiden sich 6ko-
logisch in vielen Punkten. Deshalb ist auch divergierende Selektion auf ver-

schiedene Merkmale vorstellbar. Denkbar sind zum Beispiel morphologische
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oder ethologische Anpassungen an die unterschiedlichen Strémungsverhéltnis-
se, Anpassungen an verschiedene Priddatoren oder Anpassungen an den Er-
werb unterschiedlicher Nahrung. Das zeigt, dass es eine Menge vorstellbarer
divergierender Anpassungen gibt, die letztendlich auch zu reproduktiver Isola-
tion zwischen den See- und Flusspopulationen gefiithrt haben bzw. diese auf-
rechterhalten konnen.

Diese Vielfalt der Mechanismen zeigt sich auch in der Literatur. Wie oben
schon erwihnt, gibt es mehrere Systeme, in denen zwei morphologisch und
okologisch divergierende Populationen (Okotypen) von G. aculeatus sym- oder
parapatrisch koexistieren, bei denen man verschiedene Formen reproduktiver
Isolation gefunden hat (MCKINNON und RUNDLE 2002). Einige dieser Populati-
onen werden als distinkte Arten beschrieben, da sie sich morphologisch, 6ko-
logisch und genetisch unterscheiden und starke reproduktive Isolation erken-
nen lassen (SCHLUTER und MCPHAIL 1992; MCPHAIL 1994). Assortative Paarung
wurde zum Beispiel im Zusammenhang mit morphologischen 6kologisch se-
lektierten Merkmalen gezeigt. In einem der untersuchten Systeme scheinen
Unterschiede in der Korpergrofie adaptiv fiir den Nahrungserwerb in ver-
schiedenen Okologischen Nischen zu sein (SCHLUTER 2001). Zusdtzlich findet
man hier, dass assortative Paarungen innerhalb der beiden Okotypen vor allem
mit Korpergrofe, also einem unter divergierender Selektion stehenden Merk-
mal, korreliert (MCPHAIL 1994; NAGEL und SCHLUTER 1998).

Pridation kommt in jeder natiirlichen Umgebung vor, und Anpassungen
daran konnten wichtige Konsequenzen fiir reproduktive Isolation haben
(RUNDLE und NoSIL 2005). Doucette er a/ .(2004) zeigten, dass das Risiko der
Pradation zur Evolution separater sympatrischer Formen kleiner Fische, wie
G. aculeatus, beitragen kann. Das Prddationsrisiko beeinflusst u.a., welche

Plitze fiir den Nestbau bevorzugt werden (CANDOLIN 1998). Einige der
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sympatrisch vorkommenden Okotypen ziehen verschiedene Plitze fiir den
Nestbau vor (MCPHAIL 1994), was zu sexueller Selektion gegen Hybriden-
mannchen fiihren kann (VAMOSI und SCHLUTER 1999). Reduzierte Hybriden-
fitness durch okologische Bedingungen wurde in einigen Studien gezeigt
(SCHLUTER 1995; HATFIELD und SCHLUTER 1999; RUNDLE 2002), was die Mog-
lichkeit fiir die Entstehung assortativer Paarung durch Verstirkung erdffnet
(SCHLUTER 2001).

Unterschiede in der Umgebung kénnen auch zu divergierender sexueller
Selektion auf Merkmale der Mdnnchen fithren, wenn z.B. verschiedene Balz-
fairbungen unter wechselnden Lichtbedingungen unterschiedlich auffillig sind
(BOUGHMAN 2001). Prazygote Isolation kann auch entstehen, wenn Migranten
zwischen Habitaten eine reduzierte Fitness erfahren, da sie schlecht an das
fremde Habitat angepasst sind (RUNDLE und NOSIL 2005). Studien an anderen
Organismen als G. aculeatus zeigen, dass eine solche reduzierte Fitness der
Immigranten Genfluss direkt reduzieren kann. Denn dadurch ist die Rate, mit
der sich potentielle Paarungspartner aus verschiedenen Populationen treffen,
erniedrigt (FUNK 1998; VIA er al 2000; NOSIL 2004; NOSIL er al 2005). Es ist
auffillig, dass sich die zwei Okotypen in vielen dieser Stichlings-Systeme in
mehreren Merkmalen unterscheiden (MCKINNON und RUNDLE 2002). Dieses
Muster stimmt mit der Annahme iiberein, dass Artbildung am wahrschein-
lichsten ist und sich am schnellsten abspielt, wenn verschiedene Merkmale
unter divergierender Selektion stehen (RICE und HOSTERT 1993).

Vermutlich basiert daher auch die Divergenz zwischen den See- und Fluss-
populationen von G. aculeatus in Schleswig-Holstein auf der Divergenz ver-
schiedener Merkmale und auf mehreren Mechanismen. Es ist beispielsweise
gut vorstellbar, dass Unterschiede in der Priddatorenfauna zu Selektion gegen

Migranten fithren und daher Paarungen zwischen den Populationen nicht
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stattfinden. Genauso gut kénnen Unterschiede im Nahrungserwerb zu diver-
gierender Selektion auf bestimmte morphologische Merkmale fithren. Diese
Divergenz kann dann ebenfalls zu Selektion gegen Migranten oder gegen Hyb-
riden und damit auf assortative Partnerwahl anhand morphologischer, visuel-
ler Merkmale fithren. In einem anderen System von See- und Flusspopulatio-
nen von G. aculeatus werden Unterschiede im Nahrungserwerb angenommen:
Zooplanktonfresser im offenen Wasser des Sees versus benthische Makroin-
verterbratenfresser im Fluss. Dieser unterschiedliche Nahrungserwerb wird
wahrscheinlich durch Unterschiede im Korperbau erleichtert (HENDRY et al
2002).

Mit Hilfe meiner Arbeit kann ein méglicher Faktor fiir das Vorhandensein
der genetischen Divergenz, ndmlich assortative Partnerwahl der Weibchen
aufgrund olfaktorischer Signale, zwar nicht sicher ausgeschlossen, aber zumin-
dest als unwahrscheinlich betrachtet werden. Ein nichster Schritt sollte daher
darin bestehen, andere mdgliche Faktoren zu betrachten. Eine denkbare erste
Vorgehensweise wire, Versuche zur Partnerwahl unter seminatiirlichen Be-
dingungen in beiden Habitaten oder in kiinstlichen Becken durchzufiihren,
um zu untersuchen, ob iiberhaupt assortative Partnerwahl auftritt. Eine andere
Moglichkeit wire, die Fitness der Hybriden, die im Labor keine Fitnessverluste
zu erfahren scheinen, im Labor und im Freiland zu testen. Dabei konnte man
sowohl die Uberlebensrate als auch den Paarungserfolg betrachten. Des Weite-
ren wire es wiinschenswert, potentielle morphologische Unterschiede zwi-
schen den Populationen zu bestimmen. Erste Untersuchungen lassen vermu-
ten, dass es solche Unterschiede gibt (M. KALBE, personliche Mitteilung). Diese
Unterschiede konnte man dann im Zusammenhang mit Anpassungen an u.a.
unterschiedliche Priddatoren oder Unterschiede im Nahrungserwerb niher be-

leuchten.
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Wie genetische Divergenz, die zu Artbildung fithren kann, entsteht, ist eine
der zentralen Fragen der Evolutionsbiologie. Mechanismen, die zu genetischer
Divergenz fiihren, spielen aber nicht nur eine wichtige Rolle fiir die Theorie
der Artbildung, sondern auch fiir die Arterhaltung. Ein als zwei Arten be-
schriebenes Paar sympatrischer Populationen von G. aculeatus weist in den
letzten Jahren ein erhohtes Maf$ an Hybridisierung auf. Die beiden distinkten
Arten scheinen durch Aufheben der reproduktiven Isolation in einen Hybri-
denschwarm zu kollabieren (GOW er al. 2006; TAYLOR et al. 2006). Obwohl
kein direkter Zusammenhang gezeigt werden konnte, erfolgte der Zusammen-
bruch des Artenpaares zeitgleich mit dem Einfiihren einer fremden Fischart in
den frithen 1990ger Jahren. Die sym- oder parapatrisch koexistierenden Oko-
typen von G. aculeatusin allen gefunden Systemen sind vor relativ kurzer Zeit
entstanden (BELL und FOSTER 1994). Situationen wie die oben beschriebene
beleuchten das empfindliche Gleichgewicht zwischen Uberdauern und Zu-
sammenbruch von reproduktiven Barrieren zwischen stammesgeschichtlich

jungen Arten.
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5 Zusammenfassung

Zwischen See- und Flusspopulationen von G. aculeatus in Schleswig-Holstein
findet kein oder kaum Genfluss statt. Da prinzipielle geografische Barrieren
fehlen, miissen O0kologische oder ethologische Paarungsbarrieren vorhanden
sein. Eine Moglichkeit wire assortative Partnerwahl anhand olfaktorischer Si-
gnale durch die Weibchen. Weibliche Stichlinge wihlen Paarungspartner u.a.
anhand von Signalen iiber die Kombination der MHC Klasse IIB-Allele der po-
tentiellen Partner. Da sich See- und Flusspopulationen am MHC Klasse IIB un-
terscheiden, ist es denkbar, dass die Weibchen anhand dieser Unterschiede as-
sortativ paaren.

In dieser Arbeit habe ich das Vorhandensein eines solchen Mechanismus in
zwei Experimenten untersucht. In Versuchen zur MHC-abhidngigen Partner-
wahl zeigten die Weibchen allerdings keine Bevorzugung eines Mannchens
mit MHC-Genotyp aus dem Ursprungshabitat gegeniiber einem Mannchen mit
MHC-Genotyp aus dem fremden Habitat. Entsprechend zeigten die Weibchen
in Versuchen zur habitatabhingigen Partnerwahl keine Priferenz fiir ein
Miénnchen aus dem Ursprungshabitat gegeniiber einem fremden Minnchen
anhand allgemeiner olfaktorischer Signale. Meine Arbeit ldsst daher vermuten,
dass die Paarungsbarriere zwischen See- und Flusspopulationen von G. aculea-
tus nicht auf assortativer Partnerwahl der Weibchen aufgrund olfaktorischer
Signale basiert. Allerdings kann ich eine olfaktorische Paarungsbarriere auch
nicht sicher ausschlief3en.

Die Habitate See und Fluss unterscheiden sich 6kologisch in verschiedenen
Punkten. Divergierende Selektion kann daher zu Unterschieden in vielen
morphologischen oder ethologischen Merkmalen fiihren, auf denen die repro-
duktive Isolation zwischen See- und Flusspopulationen beruhen kann. Ein

weiterer Schritt sollte demnach darin bestehen, andere mogliche Faktoren fiir
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das Vorhandensein der genetischen Divergenz zwischen See- und Flusspopula-

tionen von G. aculeatus zu betrachten.
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