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Ausgangslage

Die europaische Asche (Thymallus thymallus) gehért wie die Forellen zu den Salmoniden (Lachsar-
tigen). Ihr naturliches Verbreitungsgebiet umfasst praktisch ganz Kontinental-Europa, Skandinavien,
sowie England und das nérdliche Schottland (Northcote, 2000). Die Asche ist die sog. ,,Leitart* der
Aschenregion und impliziert auf diese Weise den Charakter des entsprechenden Gewassers (Huet,
1954). So gelten fiir die Aschenregion folgende Charakteristika: Mittlere bis starke Stromung (1-
1.5m/s), hoher Sauerstoffgehalt (>80%) und Temperaturen, welche im Sommer 20°C nicht Gber l&n-
gere Zeit Uberschreiten sollten (Persat, 1988). Zudem gilt sie als Indikatorart 6kologisch intakter
Flusse (Kirchhofer et al., 2007). Ihre Populationen werden bisher — wenn nétig — weniger durch Be-
satzmassnahmen als durch Stiitzmassnahmen kiinstlich gestarkt (Kirchhofer et al. 2007). Da sich die
natiirlichen Bedingungen fiir die Aschen jedoch kontinuierlich verschlechtern (Ubernutzung der
Flusse, Fehlen von Laichplatzen oder Veranderung der Wassertemperaturen) und dadurch viele Po-
pulationen eine abnehmende Tendenz zeigen, gelten sie in der Schweiz als ,,gefahrdet* (Rote Liste,
Kategorie 3; Kirchhofer et al., 1994). Aufgrund dessen hat das Bundesamt fir Umwelt (BAFU) 2002
eine Studie in Auftrag gegeben, welche zum Ziel hatte, Aschenpopulationen von nationaler Bedeu-
tung zu identifizieren (Kirchhofer et al., 2002). Die Aschenpopulationen der Wiese und der Birs
wurden dabei nicht miteingeschlossen, da sie die damaligen Kriterien nicht erfillten; was heisst, dass
sie weder als bedroht noch als besatzabhéngig eingestuft wurden (Anhang, Suppl. 1). Um die regio-
nalen Aschenpopulationen dennoch zu beschreiben, gab der Kantonale Fischereiverband Baselland
(KFVBL) der Universitat Basel zwei Studien in Auftrag, in welchen die Aschenpopulationen der
Birs kantonstibergreifend vom Kanton Jura bis zur Redingbriicke bei Birsfelden (BL) populationsge-
netisch untersucht werden sollten (Vonlanthen und Salzburger, 2011; Klafiger und Salzburger,
2012). Die Studien identifizierten drei genetische Gruppen (Cluster) der in der Birs untersuchten
Aschen: Der erste Cluster erstreckt sich von der Redingbriicke (Birsfelden) flussaufwarts bis zur
Heiligholzbrucke (Munchenstein). Der zweite reicht von der Heiligholzbriicke bis nach Liesberg
(Kantonsgrenze Baselland und Jura) und der dritte Cluster ist im Kanton Jura zufinden, getrennt von
denjenigen im Kanton Baselland. Die Studien untersuchten zudem die geographische Abstammung
der Tiere aus der Birs. Sie stellten fest, dass die Aschen ab Heiligholzbriicke flussaufwarts, ein-
schliesslich der Aschen des Kanton Jura, dem Doubs-Haplotypen entsprachen. Lediglich bei der Re-
dingbriicke in Birsfelden wurde der Rhein-Haplotyp identifiziert. An der flussaufwarts von der Re-

dingbriicke gelegenen Heiligholzbriicke selber, fand man ein Gemisch aus Doubs- und Rheinhaplo-
typen.



Nun stellt sich die Frage, wieviele Aschenpopulationen, resp. genetische Cluster, im anderen regio-
nal wichtigen Fluss, ndmlich in der Wiese und im mit ihr verbundenen Riehenteich-System (beste-
hend aus Riehenteich, Neuer Teich und ,,Yysweiher) existieren und welche Haplotypen dort identi-
fiziert werden konnen. Die Wiese entspringt auf dem Feldberg auf 1200m Hohe, fliesst durch den
Schwarzwald und das Wiesental, bevor sie in der Schweiz nach rund 55km bei Basel in den Rhein
mindet. Im schweizerischen Teil der Wiese herrschen periodenweise Wassertemperaturen, welche
die fiir Aschen bekannten maximalen Wassertemperaturen oft tiberschreiten (Anhang Suppl. 2). Dies
scheint die Aschenpopulation der Wiese jedoch nicht zu beeintrachtigen, da wahrend diesen Hitzepe-
rioden keine zusitzlichen Aschenabgange registriert wurden (personl. Mitteilung, H-P. Jermann,
Fischereiaufseher Basel-Stadt). Der Riehenteich (,,Riechedych®) ist ein kiinstlich angelegtes Gewas-
sersystem, welches parallel zur Wiese fliesst und an einigen Stellen (z.B. Schliesse) mit ihr verbun-
den ist. Die Schliesse in der Wiese ist nicht wanderbar und kdnnte somit ein Hindernis fiir den gene-
tischen Austausch sein. Um das zu untersuchende Gebiet geographisch einzubetten, organisierten wir
zusétzlich Proben aus dem Rhein oberhalb und unterhalb der Rhein-Mindung der Wiese (Oberhalb:
Aus dem Kanton Aargau, entnommen bei Rheinfelden und Mumpf; unterhalb: Aus der Thur im EI-
sass, entnommen bei Staffelsheim, Pulversheim, Ensisheim und Cernay). Die Thur fliesst bei Ensis-
heim in den Ill, welcher wiederum bei Strasbourg in den Rhein miindet. Als Flusssystem-fremde
Referenzen bezogen wir Proben aus der Limmat bei Obersiggenthal und aus der kantonalen Aschen-
zucht in Schaffhausen in die Analysen mit ein. Die kantonale Fischzucht in Schaffhausen integrierten
wir, da wir aus VVorgesprachen erfahren hatten, dass in den 1990er Jahren bis zur Jahrtausendwende
pro Jahr rund 1000 Aschen entlang der Wiese eingesetzt worden waren. Dabei stammten die einge-
setzten Tiere aus drei verschiedenen Zuchten: Aus der Fischzucht in Ermatingen (TG), der Fisch-
zucht Riegger in Ettenheim (Baden-Wiirttemberg) und der kantonalen Fischzucht in Schaffhausen
(personl. Mitteilung H. Koffel, damaliger ,,Obmann Gewasser* des Kantonalen Fischereiverbands
Basel-Stadlt).

Die Hauptziele der vorliegenden Studie sind:

1. Die Aschen der Wiese und des mit ihr verbundenen Riehenteich-Systems populationsgene-
tisch (Identifikation von Populationen und Bestimmung der Herkunftslinien) erstmalig zu
charakterisieren

2. Die Resultate mit bereits vorliegenden Daten der Aschen der Birs zu vergleichen

3. Den Einfluss der Schliesse in der Wiese auf populationsgenetischer Ebene einzuschétzen



Material und Methoden

Probenahme und Probenset

In der Zeit zwischen Januar und Mérz 2015 erhielten wir von den Fischereiverantwortlichen des El-
sass, des Kanton Aargau, sowie von Fischern des Kantonalen Fischereiverbands Basel-Stadt
(KFVBS), vermittelt durch Hans-Peter Jermann, dem Fischereiaufseher von Basel-Stadt, insgesamt
143 Gewebeproben. Davon stammten 5 Proben von Aschen, welche in der Wiese oberhalb und 32
Proben von Aschen, welche unterhalb der Schliesse (S) gefischt worden waren (Abb. 1, oberhalb der
Schliesse: Strecken A und unterhalb der Schliesse: Strecken B). Weitere 24 Gewebeproben bekamen
wir vom Riehenteich-System (Riehenteich, Neuer Teich und ,,Yysweiher*, Abb. 1, Strecken C).

Aufgrund ungiinstiger Wetterbedingungen und der beginnenden Laichzeit der Aschen (Ende Mérz
bis April) konnten aus dem Gebiet oberhalb der Schliesse nicht mehr als 5 Gewebeproben entnom-
men werden. Wir schlossen die Proben in die Analysen mit ein, kdnnen aufgrund der zu tiefen Pro-

benzahl jedoch keine gesicherten Aussagen machen.

Www.swisstopo.ch

Abb. 1: Entnahmestellen der Aschen in der Wiese und im Riehenteich-System. A (rot): Probestrecken in der Wiese
oberhalb der Schliesse (n=5), B (pink): Befischte Abschnitte in der Wiese unterhalb der Schliesse (n=32), C (orange):
Beprobte Abschnitte im Riehenteich-System (n=24), S (violett): Lage der Schliesse in der Wiese.



Von den elséssischen Fischereibehdrden erhielten wir als untere Rhein-Referenz 17 Proben aus der
Thur (Abb. 2A). Als obere Rhein-Referenz erhielten wir von den aargauischen Fischereibehorden 19
Proben aus dem Rhein im Kanton Aargau (Abb. 2B), sowie als Flusssystem-fremde Referenz 25
Gewebeproben aus der Limmat (Abb. 2C). Komplettiert wurde das Set mit 21 Proben aus der kanto-
nalen Fischzucht in Schaffhausen (Abb. 2D), welche als Besatzreferenz dienen sollten. Sdmtliche
Gewebeproben stammten von Fischen aller Altersklassen und Gréssen und wurden auf zufalliger

Basis entnommen. Alle Proben wurden direkt nach der Entnahme in 96% Ethanol konserviert.

www.maps.google.ch

Abb. 2: Probestellen der Aschen aus dem Rhein unterhalb (Thur, Elsass) und oberhalb (Kanton Aargau) der
Wiesenmiindung in den Rhein, sowie die Flusssystem-fremde Referenz Limmat und die Besatzreferenz aus der
kantonalen Fischzucht in Schaffhausen. A: Probestellen an der Thur (Elsass): 4: in Ensisheim (n=2), 5: in Pulversheim
(n=3), 6: in Staffelfelden (n=11), 7: in Cernay (n=1); B: Probestellen im Rhein im Kanton Aargau: 8 und 9: Rheinfelden
(n=13), 10: Mumpf (n=6); C: Limmat bei Obersiggenthal (n=25); D: kantonale Fischzucht Schaffhausen (n=21).



Auswahl der Analysemethoden

Zur Beantwortung der Fragestellungen entschieden wir uns flr die Analyse von Mikrosatelliten-
Loci, um allfallige genetische Cluster, resp. Populationen, zu identifizieren und flr die sog. D-Loop-
Analyse, die Sequenzierung einer Region der mitochondriellen DNA (siehe auch D-Loop-Analysen,
S. 8), welche uber die Herkunft eines Individuums Aufschluss gibt.

Mikrosatelliten sind spezifische Regionen des Erbguts, in welchen kurze identische Abfolgen von
Basenpaaren wie z.B. 5 TATATATATA...TA 3’ aneinandergereiht sind. Diese Abfolgen sind popu-
lationstypisch und gelten als ,,neutrale Regionen, da sie nicht fir Gene kodieren. Weiter weisen
Mikrosatelliten eine hohe Mutationsrate auf, sodass auch rezente Veréanderungen festgestellt werden
kénnen. Fir ihre Analyse haben wir den Ansatz eines Multiplex-Verfahrens gewahlt. Bei diesem
Verfahren werden der DNA gleichzeitig mehrere Primer hinzugefugt (Multiplex 1 enthielt 6 Primer
und Multiplex 2 deren 5). Primer sind kurze DNA-Sequenzen, die direkt vor und nach den Mikrosa-
telliten-Regionen liegen und die verwendet werden, um die Mikrosatelliten-Loci zu multiplizieren,
was mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR / polymerase chain reaction) geschieht. Die verviel-
faltigten (amplifizierten) DNA-Abschnitte werden anschliessend mit Hilfe einer Sequenziermaschine
visuell dargestellt.

Als D-Loop-Analyse bezeichnet man das Verfahren, bei welchem die sog. Kontrollregion mito-
chondrieller DNA sequenziert wird. Dabei werden die beiden DNA-Stréange getrennt und durch ei-
nen dritten DNA-Strang in diesem Zustand gehalten, was einem grossgeschriebenen ,,D* dhnelt.
Dadurch, dass Mitochondrien nur mutterlicherseits vererbt werden, findet keine Rekombination statt.
Identifizierte Abschnitte (Sequenzen) kdnnen sog. Referenzsequenzen zugeordnet werden. Unter-
schiedliche Sequenzen mitochondrieller DNA werden auch als Haplotypen, resp. Referenzsequenzen
als Referenzhaplotypen bezeichnet. So kdnnen Herkunftslinien untersuchter Individuen erstellt und
Tiere unterschiedlicher Flusssysteme miteinander verglichen werden. Der Vergleich der Sequenzen
ist essentiell, da bereits eine einzige Abweichung (Mutation / Deletion) eine Sequenz einzigartig
macht und so einen neuen Haplotypen definiert. Analytisch werden auch bei der D-Loop-Analyse
spezifische Primer eingesetzt, um die entsprechende Region der mitochondriellen DNA in einer PCR
zu amplifizieren. Ebenso wird fir die Visualisierung der entsprechenden DNA-Abschnitte ein Se-
quenzierer eingesetzt — nur werden bei der D-Loop-Analyse Basenabfolgen identifiziert und visuali-

siert.



DNA Extraktion und Amplifikation der Mikrosatelliten

Nach dem Erhalt der Gewebeproben extrahierten wir im Labor die DNA, wobei die Extraktion von
funf Proben nicht erfolgreich verlief. Die Gewebeproben wurden in einem Mix aus Proteinase K
(10ul), SDS (80ul) und Extraktions-Buffer (1M Tris, 0.5M EDTA, 5M NaCL und ddH0) tber
Nacht bei 37°C und 500rmp inkubiert. Die Extraktion fiihrten wir von Hand mittels Auswaschung
durch Ethanol oder mit dem Extraktions-Roboter MagNa Pure LC (Roche Ltd., Basel, Schweiz)
durch. Fur die Multiplex-Analyse benutzen wir einen PCR Multiplex Kit (Qiagen, Venlo, NL). Die
Primer wahlten wir basierend auf der Arbeit von Gum et al., 2003. Wir fligten daher der DNA im
ersten Multiplex-Verfahren gleichzeitig 6 dinukleotide und im zweiten gleichzeitig 4 dinukleotide
und 1 tetranukleotiden Primer hinzu [(Multiplex 1: Ssa289 (McConnell et al., 1995), BFRO017
(Susnik et al., 1999b), BFRO004 (Snoj et al. 1999), BRFO009 (Susnik et al., 1999a), One2 (Scribner
etal., 1996), Ogo2 (Olsen et al., 1998); Multiplex 2: Ocl8 (Condrey und Bentzen, 1998), SsoSL311
(Slettan et al., 1995), BFRO010, BFROO011 (Susnik et al., 2000) und F43 (Sanchez et al., 1996)].
Den Amplifikations-Prozess definierten wir folgendermassen: Ein Mix aus 5ul Qiagen Multiplex-
Reaktionsbuffer, 1ul DNA und 0.2l jedes Primers durchlief als Erstes eine Aktivierungsphase bei
95°C fur 15min, dann folgten in Phase 2 eine Abfolge von 35 Zyklen bei 94°C fir 30s, gefolgt von
57°C fir 90s und 72°C fur 90s. Die letzte Phase beinhaltete die finale Elongation wéhrend 10min bei
72°C. Die Produkte der Amplifikation wurden schliesslich mit Hilfe des ABI3130xI automated se-
quencer (Applied Biosystems, Foster City, CA) visualisiert.

D-Loop-Analysen

D-Loop-Analysen bendtigen eine hohere Qualitét der extrahierten DNA, weshalb wir nicht von allen
Proben die bendtigten Sequenzen erstellen konnten. Von 118 DNA-Proben war die Qualitét ausrei-
chend, sodass wir sie mit den Primern LRBT-25 und LRBT-1195 (Uiblein et al., 2001) versehen und
zusammen mit RedTag-Polymerase, TagBuffer und einem dNTP-Mix in folgenden Zyklen amplifi-
zieren konnten: Aktivierungsphase bei 94°C fiir 2min, gefolgt von 30 Zyklen bei 94°C fur 60s, 58°C
fur 90s, 72°C fir 3min und der finalen Elongation von 72°C wahrend 8min. Als Né&chstes testeten
wir mittels Gel-Elektrophorese, ob die Amplifikation erfolgreich war und purifizierten die amplifi-
zierten PCR-Produkte mit ExoSAP-IT (Amersham Biosciences Corp., Cleveland, US). Anschlies-
send behandelten wir die PCR-Produkte mit einem Terminator Ready Reaction-Mix (BigDye, Life
Technologies, Carlsbad, US). Die Sequencing-PCR beinhaltete folgendes ,,Stepwise Protocol“: Eine
Aktivierungsphase bei 96°C fur 60s, gefolgt von 15 Zyklen (10s bei 96°C und 2:30min bei 60°C),
gefolgt von 15 weiteren Zyklen (10s bei 96°C und 3min bei 60°C). Abgeschlossen wurde das
»Stepwise Protocol” mit 10 weiteren Zyklen (10s bei 96°C und 3:30min bei 60°C). Nach einem wei-



teren Purifikationsschritt (X-Terminator purification mit beads, Life Technologies, Carlsbad, US)
wurden die Basenabfolgen vom ABI3130xI automated sequencer (Applied Biosystems, Foster City,

US) sequenziert und visualisiert.

Softwareanalysen

Mikrosatelliten-Marker: Die visualisierten Profile analysierten wir manuell mit der Software Peak
Scanner v1.0 (Applied Biosystems, Life Technologies). Zur Uberpriifung der eingegebenen Daten
setzten wir die Software TANDEM (Matschiner und Salzburger, 2009) ein. TANDEM ist ein Pro-
gramm das kontrolliert, ob die manuell angegebene Grosse der identifizierten Allele mit der erwarte-
ten Grosse tbereinstimmt. Allele sind Variationen eines bestimmten DNA-Abschnittes an einem
Locus zwischen zwei Chromosomen einer diploiden DNA. Allele auf den jeweiligen Chromosomen
konnen identisch (homozygot) oder unterschiedlich (heterozygot) sein. Im Anschluss an diese Kon-
trolle folgte die Auswertung der Daten mit dem Programm STRUCTURE (Pritchard et al., 2000).
Diese Software vergleicht Variation und Haufigkeit aller angegebenen Allele miteinander und er-
stellt dann anhand von Wahrscheinlichkeitsberechnungen ein Verwandtschaftsprofil der einzelnen
Fische. STRUCTURE bezieht die geographische Unterteilung durch die verschiedenen Entnahme-
stellen nicht in die Analyse mit ein, sondern geht von der Annahme aus, dass jedes Individuum mit
jedem verwandt sein und von jeder Entnahmestelle stammen kann. Die Ergebnisse der Software
STRUCTURE priften wir anschliessend mit der Software STRUCTURE HARVESTER (Earl und
von Holdt, 2012). STRUCTURE HARVESTER identifiziert, basierend auf den Resultaten von
STRUCTURE, anhand von Wahrscheinlichkeitsberechnungen die wahrscheinlichste Anzahl an ge-
netischen Clustern (K), resp. Populationen im analysierten Datenset. Die Verwandtschaftsverhaltnis-
se werden als genetische Profile oder Gruppierungen von Genotypen (Clustern, K) dargestellt. Die
entsprechenden Ergebnisse untersuchten wir weiter mit der Software Arlequin (Excoffier und Li-
scher, 2010). Sie errechnet den Grad der genetischen Differenzierung zwischen Entnahmestellen,
resp. zwischen moglichen genetischen Gruppen. In einem paarweisen Vergleich werden die einzel-
nen Entnahmestellen einander gegeniibergestellt und dadurch die genetische Unterschiedlichkeit Fsr
(fixation index) berechnet. Fst- Werte resultieren zwischen 0 und 1, statistisch bestatigt durch einen
entsprechenden p-Wert. Ein Fst-Wert von 0 sagt aus, dass keine genetische Struktur errechnet wur-
de, resp. dass keine genetische Unterschiedlichkeit festgestellt werden konnte, wahrend ein Fsr-Wert
von 1 komplette genetische Unterschiedlichkeit bedeutet. Abschliessend fuhrten wir eine
BOTTLENECK-Analyse (Piry et al., 1999) durch, um eventuelle genetische Engpésse zwischen den
untersuchten Individuen und Probestellen zu identifizieren. BOTTLENECK (Piry et al., 1999) er-
rechnet flr jede Population und jede Entnahmestelle die Wahrscheinlichkeit, mit welcher die Allele



der Proben in Richtung eines genetischen Flaschenhalses tendieren. Dabei errechnet das Programm
einen erwarteten Gleichgewichtswert fur genetische Diversitét, vergleicht diesen mit den eingegebe-
nen Allel-Werten und identifiziert auf diese Weise allfallige Abweichungen.

D-Loop-Analysen: Die Qualitat der durch den ,,Sequencer* analysierten Abfolgen der DNA-Basen
kontrollierten wir manuell mit Hilfe der Software CODONCODE ALIGNER (CodonCode Corp.,
Dedham, US). Anschliessend wurden die identifizierten Sequenzen der einzelnen Aschen mit der
Software MEGAG6 (Tamura et al., 2013) geordnet und durch Vergleichen mit der Referenzsequenz
auf Basendifferenzen (Mutationen) untersucht. Folgende Referenzsequenzen, resp. -haplotypen
(GenBank-Nummer in Klammer) konnten wir unserem Probenset zuordnen: Haplotyp At20
(AF522444.1), Haplotyp Rh5 (AF522450.1), Haplotyp Atll (AF522435.1), Haplotyp Dal7
(AF522411.1), Haplotyp Dal (AF522396.1) und Haplotyp Rh1 (AF522446.1). Alle Referenzse-
quenzen, resp. -haplotypen stammen aus Weiss et al., 2002. Abschliessend wurden mit Hilfe der
Software MEGAG die genetischen Distanzen (Mutationsschritte zwischen den einzelnen Haplotypen)
errechnet und so ein Haplotypen-Netzwerk erstellt.
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Resultate

Mikrosatelliten-Marker-Analysen

Structure und Structure Harvester: In unserem Datenset ergaben die Berechnungen, dass zwei geneti-

sche Cluster (genetische Gruppen; K=2, Abb. 3), gefolgt von drei Clustern (K=3, Abb. 4), am wahr-
scheinlichsten sind. So weisen bei zwei angenommenen genetischen Gruppen (K=2, Abb. 3) die
Proben der Limmat, diejenigen des Rheins im Kanton Aargau, sowie die Proben der kantonalen
Fischzucht in Schaffhausen einen hohen Anteil eines Genotyps auf (grau), welcher vom Genotypen,
der in der Wiese und im Riehenteich-System tberwiegt (schwarz), leicht abgrenzbar scheint (Abb.
3). Die Proben der Thur im Elsass erscheinen bei K=2 nicht klar zuordenbar. Die Aschen in der Wie-
se oberhalb der Schliesse (hoher Schwarz-Anteil) scheinen zum Cluster der Wiese unterhalb der
Schliesse und des Riehenteich-Systems zu gehdren und somit von den Proben der Limmat, des Kan-
ton Aargau, der Thur und der Zucht in Schaffhausen abgrenzbar; da wir von der Wiese oberhalb der
Schliesse jedoch nur fiinf Proben erhielten, kdnnen wir dort keine abgesicherte Aussage treffen.

Abb. 3: Ergebnisse des Probensets der Wiese und mit ihr verbundener Gewasser, mit den Entnahmestellen im
Rhein oberhalb und unterhalb Basels, sowie den Referenzen Limmat und Schaffhausen bei zwei genetischen Clus-
tern (K=2). Die y-Achse gibt die Wahrscheinlichkeit (in %) der errechneten Zuordnungen an. Die Farben spiegeln die
angenommene Zuordnung zu einer genetischen Gruppe (Cluster) wieder. Erscheint ein Balken einfarbig, so konnte er zu
100% zugeordnet werden. Das Bild zeigt eine Unterteilung in zwei sog. Cluster (K=2): Ein Cluster (mit hohem Grau-
Anteil) besteht aus den Proben der Limmat, den aargauischen Rheinproben, sowie der Zucht in Schaffhausen. Der andere
Cluster (mit hohem Schwarz-Anteil) beinhaltet die Proben aus der Wiese inkl. Riehenteich-System. Die Zuordnung der
Thur ist bei K=2 unklar.
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Bei drei moglichen genetischen Clustern (K=3, Abb.4) weisen die Limmat und die kantonale Zucht
in Schaffhausen einen hohen Anteil gleicher Genotypen (blau) auf. Die Thur im Elsass scheint einen
eigenen Cluster — also den zweiten — zu bilden (hoher Grau-Anteil). Als dritten Cluster identifizier-
ten wir die Wiese zusammen mit dem Riehenteich-System (hoher Schwarz-Anteil). Der Rhein im
aargauischen Gebiet erscheint als Gemisch aus blauen und grauen Genotypen, was keine klare Zu-
ordnung zulasst. Die befischten Strecken der Wiese und des Riehenteich-Systems zeigen neben dem
eigenen Genotypen (schwarz) auch zwei andere Genotypen auf (blau und grau), was auf einen még-

lichen Einfluss, resp. Austausch mit den anderen Genotypen hinweist.

Abb. 4: Ergebnisse des Probensets der Wiese und mit ihr verbundener Gewasser, sowie den Entnahmestellen im
Rhein oberhalb und unterhalb Basels und den Referenzen Limmat und Schaffhausen bei drei genetischen Clus-
tern (K=3). Die y-Achse gibt die Wahrscheinlichkeit (in %) der errechneten Zuordnung an. Die Farben und Balken spie-
geln die Zuordnung zu einer genetischen Gruppe wieder. Erscheint ein Balken einfarbig, so konnte er zu 100% zugeord-
net werden. Erscheint er mehrfarbig, so ist die Zuordnung unsicherer. Auf dieser Abbildung erscheinen die Limmat und
die Zucht in Schaffhausen einander sehr &hnlich, wahrend die Thur einen eigenen Cluster bildet (mit hohem Grau-
Anteil). Abgegrenzt und mit hohem Anteil eines eigenen Genotypen (hoher Schwarz-Anteil ) erscheint die Wiese mit
dem Riehenteich-System.
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Arlequin- und Bottleneck-Analysen: Die Software ARLEQUIN (Excoffier und Lischer, 2010) er-
rechnete den Grad der genetischen Differenzierung zwischen den Entnahmestellen und bestimmte
die Unterschiedlichkeit. Zuerst stellten wir die Proben der Wiese und des Riehenteich-Systems den
anderen Probeorten (Limmat, Rhein im Aargau und Thur im Elsass, kantonale Zucht in Schaffhau-
sen) gegeniiber und erhielten einen Fsr-Wert von 0.06 (p <0.001). Als zweites testeten wir Wiese
und Riehenteich-System gegen die Proben aus der Thur im Elsass und gegen die Gruppe aus Limmat
und kantonaler Zucht in Schaffhausen und erhielten einen Fst-Wert von 0.13 (p <0.001). Die Bott-
leneck-Analysen (Piry et al., 1999) gaben bei keiner der Probestellen Anzeichen auf genetische Eng-
passe an.

D-Loop-Analysen

Haplotypen-Netzwerk und -Ubersicht im Untersuchungsgebiet

Insgesamt konnten wir 118 Individuen erfolgreich sequenzieren und Referenzsequenzen, resp. -
haplotypen zuordnen (Abb. 5). Die Kreise, aus welchen das Haplotypen-Netzwerk aufgebaut ist,
stellen durch ihre Grosse die relative Anzahl, sowie durch ihre Einfarbung die Zugehorigkeit zu den
entsprechenden Haplotypen dar. Zusatzlich zeigt das Netzwerk die genetische Distanz zwischen den
einzelnen Haplotypen in Form von diskreten Mutationsschritten (schwarze Linien zwischen den
Punkten). Weicht die vorliegende Sequenz durch eine Mutation von der Referenzsequenz ab, so wird
ein neuer Haplotyp benannt. Fir die Einteilung der Haplotypen haben wir uns auf das Paper von
Weiss et al., 2002 gestitzt. Sie haben die gesamte mitochondrielle DNA von 44 europdischen
Aschenpopulationen sequenziert und so einen fein skalierten Stammbaum von Referenzhaplotypen,
welche in Cluster gruppiert werden, erstellt. Der Grossteil der Aschen in unserem Probenset (99 von
118 Individuen) konnte atlantischen Haplotypen (Haplotyp 1, 2 und 3) zugeordnet werden. Die Un-
terschiede zwischen den atlantischen Haplotypen (Haplotyp 1-3) entstehen dadurch, dass Haplotyp 1
einem Haplotypen entspricht, welcher Teil des ,,Mixed Rhine/Donau*- Clusters ist, wahrend Haplo-
typ 2 dem Cluster ,,Mixed Central Europe* angehort (Weiss et al., 2002). Den beiden atlantischen
Haplotypen phylogenetisch nah, somit auch atlantisch, durch eine Mutation jedoch eigenstandig, ist
Haplotyp 3. Haplotyp 4 entspricht einem Rhone Haplotypen (auch zum Cluster ,,Mixed Central Eu-
rope* gehorend), welcher jedoch nahe verwandt mit den atlantischen Haplotypen erscheint. Ihm ent-
sprechen 3 Individuen unseres Probensets. Davon sind 2 Individuen aus dem Rhein im Kanton Aar-
gau und 1 Individuum aus der Limmat. Phylogenetisch weiter entfernt von den Haplotypen 1- 4 ist
Haplotyp 5, der zweite Rhone Haplotyp, welchem 4 Individuen zugeordnet werden konnten. Diese
bestehen aus 1 Individuum der Wiese oberhalb der Schliesse, 2 Individuen unterhalb der Schliesse
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und 1 aus der Limmat. Die Donau Haplotypen (Haplotyp 6 und 7) sind durch zwei Mutationen von
einander entfernt. Beide identifizierten wir nur in der Wiese und im Riehenteich-System. Haplotyp 6
umfasst im Ganzen 10 Aschen: 2 Individuen aus der Wiese oberhalb und 6 unterhalb der Schliesse,
sowie 2 vom Riehenteich-System. Haplotyp 7 besteht aus 1 Individuum unterhalb der Schliesse und
1 aus dem Riehenteich-System.

Ubertragt man die identifizierten Haplotypen auf die einzelnen Entnahmestrecken, so ergeben sich
folgende Aufteilungen (Abb. 6): Von den 5 erhaltenen Individuen der Wiese oberhalb der Schliesse
(Abb. 6, Strecken A) konnten wir 4 sequenzieren. VVon diesen 4 entsprach 1 dem atlantischen Haplo-
typen 1, 1 dem zweiten Rhone Haplotypen (Haplotyp 5) und 2 gehdrten zum ersten Donau Haploty-
pen (Haplotyp 6). Da wir von dieser Stelle jedoch fir eine umfassende Aussage zu wenig Individuen
erhielten, gelten die oben beschriebenen Informationen als rein deskriptiv. VVon den 32 Proben der
Wiese unterhalb der Schliesse (Abb. 6, Strecken B), konnten wir 26 sequenzieren. Davon entspra-
chen 6 Individuen dem einen atlantischen Haplotypen (Haplotyp 1), 8 dem zweiten (Haplotyp 2) und
3 Individuen dem dritten atlantischen Haplotypen (Haplotyp 3). Weiter konnten wir 2 Individuen
dem Rhone Haplotypen (Haplotyp 5), 6 dem ersten Donau (Haplotyp 6), sowie 1 dem zweiten Do-
nau Haplotypen (Haplotyp 7) zuordnen. Die Aschen des Riehenteich-Systems (Abb. 6, Strecken C) —
wir konnten 20 von 24 Proben sequenzieren — entsprachen folgenden Haplotypen: 5 Individuen dem
ersten atlantischen (Haplotyp 1), 7 dem zweiten atlantischen (Haplotyp 2), sowie deren 5 dem dritten
atlantischen Haplotypen (Haplotyp 3). Weiter entsprachen 2 dem ersten Donau (Haplotyp 6) und 1
Individuum dem zweiten Donau Haplotypen (Haplotyp 7). Von den 17 uns zugesandten Aschen aus
der Thur im Elsass konnten wir 12 sequenzieren. Davon gehorten 3 zum zweiten atlantischen
(Haplotyp 2) und 9 zum dritten atlantischen Haplotypen (Haplotyp 3). Von den 19 Gewebeproben,
welche wir aus dem Rhein im Kanton Aargau erhielten, konnten wir 14 sequenzieren. Davon gehor-
ten 7 zum ersten (Haplotyp 1), 4 zum zweiten (Haplotyp 2) und 1 Individuum zum dritten atlanti-
schen Haplotypen (Haplotyp 3). Zum ersten Rhone Haplotypen (Haplotyp 4) gehdrten 2 Individuen.
Von den Individuen aus der Limmat konnten wir 22 von 25 sequenzieren; davon entsprachen 14 In-
dividuen dem ersten atlantischen Haplotypen (Haplotyp 1), 6 dem zweiten (Haplotyp 2), sowie 1
Individuum dem ersten Rhone (Haplotypen 4) und 1 anderes Individuum dem zweiten Rhone Haplo-
typen (Haplotyp 5). Die Aschen der kantonalen Zucht in Schaffhausen konnten fast alle sequenziert
werden (20 von 21 Proben). Von ihnen entsprachen 19 dem ersten (Haplotyp 1) und 1 Individuum
dem zweiten atlantischen Haplotypen (Haplotyp 2).
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Abb. 5: Netzwerk der Haplotypen der Aschen aus den untersuchten Gebieten. Blautone: atlantische Haplotypen;
Pink und violett: Haplotypen der Rhone, sowie Rot- und Orange: Donau Haplotypen. Jede Linie zwischen einem schwar-
zen Punkt steht fur eine Mutation. Die 52 Individuen, welche im Haplotypen 1 zusammengefasst sind, bestehen aus Indi-
viduen der Wiese oberhalb (n=1) und unterhalb der Schliesse (n=6), dem Riehenteich-System (n=5), aus dem Rhein im
Kanton Aargau (n=7), aus der Limmat (n=14), sowie aus der Zucht in Schaffhausen (n=19). Die 29 dem Haplotypen 2
entsprechenden Individuen setzen sich zusammen aus Individuen der Wiese unterhalb der Schliesse (n=8), des Riehen-
teich-Systems (n=7), des Rheins im Kanton Aargau (n=4), der Limmat (n=6), der Thur im Elsass (n=3), sowie der Zucht
in Schaffhausen (n=1). Zum Haplotypen 3, welcher phylogenetisch zwischen den ersten beiden Haplotypen angesiedelt
wird, gehoren Individuen der Wiese unterhalb der Schliesse (n=3), des Riehenteich-Systems (n=5), des Rheins im Kan-
ton Aargau (n=1), sowie der Thur im Elsass (n=9). Die drei Individuen, welche im Haplotyp 4 zusammengefasst sind und
ihren Ursprung im Rhone-Gebiet haben, setzen sich aus Individuen des Rheins im Kanton Aargau (n=2) und der Limmat
(n=1) zusammen. Haplotyp 5, welcher auch der Rhone zugeordnet werden kann, besteht aus Individuen der Wiese ober-
halb (n=1) und unterhalb der Schliesse (n=2), sowie aus der Limmat (n=1). Die Individuen des einen Donau Haplotypen
(Haplotyp 6) bestehen aus Individuen der Wiese oberhalb (n=2) und unterhalb der Schliesse (n=6), sowie des Riehen-
teich-Systems (n=2). Dem anderen Donau Haplotypen (Haplotyp 7) entsprechen Individuen der Wiese unterhalb der
Schliesse (n=1) und des Riehenteich-Systems (n=1).
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Diskussion

Der vorliegende Bericht hatte drei Hauptziele: 1. Erstmalig die Aschenpopulation der Wiese und des
mit ihr verbundenen Riehenteich-Systems (bestehend aus Riehenteich, Neuer Teich und ,,Yyswei-
her) populationsgenetisch zu beschreiben, 2. Die Resultate mit friiheren Studien, welche die popu-
lationsgenetische Struktur der Aschen in der Birs untersucht hatten, zu vergleichen und 3. Abzu-
schatzen, ob die Schliesse in der Wiese ein Wanderhindernis darstellt und somit populationsgene-
tisch Einfluss auf die Aschenpopulation der Wiese und des Riehenteich-Systems hat.

Fur die Beantwortung der ersten Frage, analysierten wir Mikrosatelliten-Marker-Daten und die sog.
Kontrollregion mitochondrieller DNA von Proben aus der Wiese oberhalb und unterhalb der Schlies-
se, sowie des mit ihr verbundenen Riehenteich-Systems. Um die Proben geographisch einzubetten,
bezogen wir Tiere des Rheins aus dem Kanton Aargau, als obere Rhein-Referenz, sowie Aschenpro-
ben aus der Thur im Elsass, welche bei Ensisheim in den IlI fliesst (der wiederum bei Strasbourg in
den Rhein mindet), als untere Rhein-Referenz in die Analysen mit ein. Als Flusssystem-fremde Re-
ferenz analysierten wir Proben aus der Limmat, sowie als Besatzreferenz Aschen der kantonalen
Zucht in Schaffhausen. Zweitere wéahlten wir aus, da wir aus VVorgespréachen erfahren hatten, dass in
den 1990er Jahren bis um die Jahrtausendwende unter anderem Fische von Zuchten, deren Muttertie-
re zum Teil aus der kantonalen Fischzucht Schaffhausen stammten, wie auch einige Tiere, welche
direkt von dieser Zucht bezogen worden waren, in der Wiese als Stiitzbesatz eingesetzt wurden (per-
sonl. Mitteilung H. Koffel).

Populationsgenetische Struktur der Aschen der Wiese und des Riehenteich-Systems

Der Vergleich aller Mikrosatelliten-Marker-Daten ergab eine Differenzierung der Tiere der Wiese
und des Riehenteich-Systems von den anderen beprobten Stellen (Abb. 3, Abb. 4 und Suppl. 3). Die
Wiese unterhalb der Schliesse, wie auch das Riehenteich-System zeigen Genotypen, welche in den
anderen Probeorten nur selten vorkamen. Der hohe Anteil des Genotypen, der an anderen Probeorten
nicht identifiziert wurde, kdnnte fir diese Probestrecken eigen sein; jedoch ware es auch moglich,
dass dies durch einen Besatz mit Aschen anderer Zuchten zustande kommt, da der grosste Teil der
Wiese in Deutschland liegt. Auch abgrenzbar von Wiese und Riehenteich-System — wenn auch we-
niger klar als die Limmat- und die Schaffhauser Proben — sind die Aschenproben des Rheins, welche
als obere und untere Referenz dienten, also diejenigen aus dem Rhein im Kanton Aargau und aus der
Thur im Elsass. VVon beiden Probestrecken findet man auch Signale in der Wiese und im Riehen-
teich-System. Es besteht also die Mdglichkeit, dass Migration von Rheintieren in die Wiese in ge-

wissem Mass stattfindet. Die funf Individuen, welche oberhalb der Schliesse gefischt wurden, weisen
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weniger genetische Heterogenitat auf als die Proben unterhalb der Schliesse und diejenigen des Rie-
henteich-Systems. Wie bereits erwéhnt, kann hier jedoch keine gesicherte Aussage gemacht werden,
da die Probenzahl oberhalb der Schliesse zu klein war. Daher kann auch die Frage, ob die Schliesse
populationsgenetisch als Barriere wirkt, nicht abschliessend beantwortet werden. Die funf untersuch-
ten Individuen weisen auf eine Barrierewirkung hin, jedoch miisste man mehr Fische untersuchen,

um eine gesicherte Aussage machen zu kénnen.

Geographische Zuordnung der untersuchten Aschen

Fur die Aufteilung der Haplotypen (Ursprungslinien) der Aschen haben wir uns an der Einteilung
von Weiss et al., 2002 orientiert. Die Autoren haben die gesamte mitochondrielle DNA von 44
Aschenpopulationen aus Europa analysiert, wodurch sie einen genauen Stammbaum erstellen und die
sog. Haplotypen in Cluster gruppieren konnten. Auf die Entnahmepunkte der Aschen unserer Studie
ubertragen ergibt sich folgendes Bild (Abb. 6): In der Wiese und im Riehenteich-System finden wir
verschiedene Herkunftslinien. So entsprachen die Individuen, welche auf der Strecke B ,,unterhalb
der Schliesse* untersucht wurden atlantischen, Donau und Rhone Haplotypen und diejenigen des
Riehenteich-Systems atlantischen und Donau Haplotypen. Dafiir konnte es folgende mdgliche Erkla-
rungen geben: Einerseits wurden die Aschenpopulationen der Wiese wahrend den 1990er Jahren mit
Aschen aus drei verschiedenen Zuchten gestiitzt (personl. Mitteilung H. Koffel) und andererseits ist
die Wiese ein internationales Gewasser, welches in Deutschland, nahe des Feldberges im Schwarz-
wald entspringt und moglicherweise von den Deutschen Fischereibehdrden bewirtschaftet wird.
Letzteres konnte auch eine Begriindung daftr sein, dass nur in der Wiese Tiere der Donau-Linien
identifiziert wurden, wéhrend die Tiere aus der Thur (Elsass) und aus der kantonalen Fischzucht in
Schaffhausen homogener erscheinen: Sie entsprechen nur verschiedenen atlantischen Linien.
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Abb. 6: Ubersicht der Haplotypen projiziert auf die einzelnen Entnahmestellen. Blauténe stehen fiir atlantische
Haplotypen (Haplotyp 1-3). Blau fir den Haplotypen 1, der zum Cluster ,,Mixed Rhine / Danube®, gehort; Dunkelblau
fiir den Haplotypen 2, welcher zum Cluster ,,Mixed Central Europe* gehort; Hellblau fiir den Haplotypen 3, welcher
durch eine Mutation vom Haplotypen 2 entfernt ist und somit auch als atlantisch gilt. Pink und Violett bezeichnen die
Rhone Haplotypen (Haplotyp 4 und 5). Beide gehtren auch zum Cluster ,,Mixed Central Europe®. Orange und Rot be-
zeichnen die beiden Donau Haplotypen, welche beide zum Cluster ,,Danubian drainage (Northern Alps)“ gehoren. Stre-
ckenbezeichnung A: In der Wiese oberhalb der Schliesse befischte Abschnitte; B: In der Wiese unterhalb der Schliesse
befischte Abschnitte; C: im Riehenteich-System befischte Abschnitte; S = Schliesse in der Wiese. K&stchen A: Haploty-
pen der Thur als ,,untere Rhein-Referenz*; Kéastchen B: Haplotypen aus dem Rhein als ,,obere Rhein-Referenz*; Kést-
chen C: Haplotypen aus der Limmat als ,,flusssystemfremde Referenz*; Kastchen D: Haplotypen der kantonalen Zucht in
Schaffhausen als ,,Referenz fiir die ehemaligen Besatzfische“. Hohe Durchmischung der Herkunfslinien (Haplotypen)
sind in der Wiese und im Riehenteich-System zu finden. Rhein im Kanton Aargau und Limmat zeigen in geringem Mass
Haplotypen der Rhone, wahrend in der Thur und der kantonalen Fischzucht in Schaffhausen nur Tiere atlantischer Her-
kunft identifiziert wurden.

Vergleich mit der Situation in der Birs (D-Loop-Daten)

Die zweite Fragestellung sollte die populationsgenetischen Daten der Birs und der Wiese miteinan-
der vergleichen. Beide Studien, welche in der Birs durchgefihrt wurden (Vonlanthen und Salzbur-
ger, 2011 und Klafiger und Salzburger 2012) identifizierten hauptséchlich Doubs-Haplotypen. Nur
an der Redingbriicke, nahe der Miindung der Birs in den Rhein, fanden sie Rhein-Haplotypen. Beide
sind Haplotypen, welche in unserem Probenset nicht vorkamen — also auch weder in der Wiese, noch
im Riehenteich-System. Weiter identifizierten wir in der Wiese und im Riehenteich-System ver-
schiedene Haplotypen, die wiederum in der Birs nicht vorkamen. Daher empfehlen wir aus populati-

onsgenetischer Sicht keine Vermischung von Aschen aus Wiese und Birs.
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Zusammenfassung und Ausblick

Die populationsgenetischen Analysen haben ergeben, dass die Wiese und das mit ihr verbundene
Riehenteich-System populationsgenetisch vom Rhein im Kanton Aargau und einem Zufluss des
Rheins, der Thur im Elsass, wie auch von den Referenzen Limmat und der kantonalen Zucht in
Schaffhausen, abgrenzbar ist und somit als eigener genetischer Cluster betrachtet werden kann. Die
Mikrosatelliten-Analysen zeigen auch, dass die Wiese und das Riehenteich-System einen Genotypen
aufweisen, der in den anderen von uns untersuchten Stellen nur marginal vorkommt. Weiter zeigen
die entsprechenden Proben eine leichte Einmischung der Genotypen der anderen untersuchten Gebie-
te (Abb. 4 und Suppl. 3). Die Abstammungsanalysen (D-Loop) ergaben ein heterogenes Bild: So ist
die Wiese, inkl. Riehenteich-System betreffend Haplotypen vielfaltiger als die anderen beprobten
Stellen. Sie weist neben mehreren atlantischen Haplotypen auch Haplotypen der Donau und der
Rhone auf. Wir kdnnen uns zwei Griinde dafir vorstellen: Einerseits konnten sie durch den ehemali-
gen Besatz mit Fischen Flusssystem-fremder Zuchten dahin gelangt sein oder es kénnte sein, dass
die Wiese im oberen Abschnitt eventuell von den Deutschen Fischereibehtrden bewirtschaftet wird.
Wir wiirden daher eine Anschlussstudie auf internationaler Ebene anregen, welche den ganzen Fluss
— also auch Fische aus dem Deutschen Teil der Wiese — kombiniert mit einem erneuten Fischen von
Aschen aus dem Abschnitt oberhalb der Schliesse, mitanalysiert. Um die Studie abzurunden wiirden
wir vorschlagen, auch Fische derjenigen Zuchten aus welchen die ehemaligen Besatzfische stamm-
ten, miteinzubeziehen. Eine solche Zusatzstudie kdnnte auch den Einfluss der Schliesse als Wander-
hindernis klaren, da aufgrund der finf Fische in der vorliegenden Studie zwar Tendenzen festgestellt,
aber keine statistisch verlasslichen Aussagen gemacht werden konnten.

Der Vergleich der Haplotypen der Aschen der Wiese und des Riehenteich-Systems mit denjenigen
der Birs fiel eindeutig aus: Die Haplotypen der beiden Flisse sind unterschiedlich und im jeweils
anderen Fluss nicht vorhanden, weshalb wir aus populationsgenetischer Sicht von einer Vermischung
abraten.
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Anhang

Suppl. 1: Auswahlkriterien fiir Aschenpopulationen von nationaler Bedeutung (Kirchhofer et al., 2002). Die Auswahl er-
folgte in zwei Stufen: 1. Aufteilung der Populationen aufgrund der Zoogeographie in Einzugsgebiete und 2. Einteilung in
folgende Kriterien: a) Existieren zoogeographische Besonderheiten? b) Wie gross ist die Population? c¢) Ist sie einzigartig?
und d) Ist sie selbsterhaltend oder besatzabhangig?
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Temperaturverlauf von Rhein, Birs und Wiese im Bereich Basel Stadt in den Jahren 2011-2013

Graphiken: Tagesmittelwerte aus stiindlichen Messungen
Messstationen: Rhein, Birs: BAFU; Wiese: IWB,

Ve

: Y .'_/A\A.L

1° | N\,
5 - /AN

2011

——Rhein
—Birs
——Wiese

Suppl. 2: Temperaturverlauf der Wiese (griin) im Vergleich mit dem Rhein (blau) und der Birs (rot) im Jahr 2011. Be-

achtlich dabei sind die Maximalwerte im Juli und im August, welche die Toleranzgrenze fiir Aschen um 3-5°C {iber-

schreiten. Quelle: AUE, Basel-Stadt.
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Suppl. 3: Ergebnisse des Probensets der Wiese und des Riehenteich-Systems, sowie den zusétzlichen Entnahmestel-
len bei vier genetischen Clustern (K=4). Die y-Achse gibt die Wahrscheinlichkeit (in %) der errechneten Zuordnung an.
Die Farben und Balken spiegeln die Zuordnung zu einer genetischen Gruppe wieder. Erscheint ein Balken einfarbig, so
konnte er zu 100% zugeordnet werden. Erscheint er mehrfarbig, so ist die Zuordnung unsicherer. Bei einer Aufteilung in
vier genetische Cluster erscheinen die Proben der Limmat und der Zucht in Schaffhausen gruppiert (hoher Schwarz-Anteil).
Ebenso weisen die Wiese und das Riehenteich-System eigene Genotypen auf (blau). Als weiterer Cluster erscheint die Thur
(orange). Die Rhein-Proben des Kanton Aargau erscheinen heterogen, verwandt mit Genotypen aus der Thur und gelten bei
K=4 als eigener Cluster.
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