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Einleitung 1

1 Einleitung

In fast allen Habitaten sind die Organismen rdumlichen und zeitlichen Variationen der Um-
welt ausgesetzt. Diese Variationen beinhalten Schwankungen von abiotischen Parametern,
wie Licht und Temperatur, und biotischen Parametern, wie die Verfligbarkeit der Nahrung,
die Auswirkungen von Konkurrenz und das Auftreten von Rdubern oder Parasiten. Daher ist
ein Habitat sowohl rdumlich als auch zeitlich fiir einen Organismus oft nur bedingt nutzbar,
z.B., wenn die Ressourcen in einem Habitat verbraucht sind oder sich die Bedingungen saiso-
nal oder durch die Invasion anderer Arten dndern. Die Organismen passen sich diesen Gege-
benheiten auf vielfdltige Weise an. Es besteht die Moglichkeit den unwirtlichen Bedingungen
im Habitat aktiv (laufen, schwimmen oder fliegen) oder passiv (z.B. Wind, Wasser, Organis-
men) zu entflichen (Verbreitung). Wéhrend sich, z.B., Vogel zwischen Inselgruppen, Wiihl-
méuse zwischen Feldern oder Blattlduse zwischen Pflanzen aktiv fortbewegen, werden Pflan-
zensamen, Seestern-Larven und andere Invertebrate passiv und unkontrolliert verteilt. Das
Verlassen eines Habitats kann auch als Massenbewegung, wie z.B. bei den Heuschrecken-
Schwirmen, der Transatlantik-Uberquerung der Aale oder auch den interkontinentalen Fliigen
der Vogel-Schwirme, erfolgen (Migration). Neben der rdumlichen Verteilung gibt es aber
auch die Moglichkeit, dal3 sich die Aktivitdt eines Organismus auf bestimmte Zeiten verteilt
(Time Dispersal). Organismen konnen groBere Zeitrdume energiesparend in inaktiven Stadien
verbringen (Diapause). In einem solchen Stadium sind sie héufig wesentlich toleranter
gegeniiber ungiinstigen Bedingungen, wie Trockenheit, extremen Temperaturschwankungen
oder Lichtmangel. Diese resistenten Stadien sind bei Insekten, Invertebraten und Samenpflan-

zen weit verbreitet (Uberblick s. Begon et al., 1986; Rhodes et al., 1996).

Die rdumliche und zeitliche Heterogenitdt in einem Habitat fiihrt zu einer rdumlichen und
zeitlichen Verteilung der Organismen und Populationen. Diese Verteilungen wirken sich auch
auf die genetische Struktur und evolutiondre Entwicklung einer Population aus. Die limni-
schen Habitate konnen im Gegensatz zu vielen terrestrischen Lebensrdumen klar definiert
werden. Die Tiimpel und Seen sind am besten mit Inseln im Meer vergleichbar. Dieser Um-
stand macht diese Lebensrdaumen zu ausgezeichneten Modell-Habitaten, um die Bedeutung

des Time-Dispersals fiir eine Population zu untersuchen.
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Cladoceren, insbesondere Daphnia, gehdren weltweit zu der wichtigsten Gruppe von Zoo-
planktern in StiBgewidssern. Ihre Verbreitung reicht von den arktischen Tiimpeln, tiber Berg-
seen, bis hin zu tropischen Seen. Obwohl hauptsidchlich im SiiBwasser vertreten, kommen
einige Arten auch in brackigen Gewissern vor (Lampert & Rothhaupt, 1991). So unterschied-
lich die Habitate sind, so unterschiedlich konnen auch die Arten sein. Weltweit sind bisher
iiber 200 Daphnien-Arten bekannt (Colbourne et al., 1997). Sowohl morphologische Anpas-
sungen, wie z.B. Zyklomorphose (Wesenberg-Lund, 1910), als auch verhaltensékologische
Anpassungen, wie z.B. rduber-induzierte Vertikalwanderungen (Lampert, 1993), sind bei den
verschiedenen Arten beschrieben. Wenn Daphnien in einem Habitat vorkommen, nehmen sie
im Nahrungsnetz eine zentrale Bedeutung ein. Daphnien gehdren zum Erndhrungstyp der Fil-
trierer und entnehmen dem Wasser mit Hilfe eines Filtrierapparates, gebildet aus Thoracopo-
den und Carapax, suspendierte Partikel, wie Algen und Bakterien. Die teilweise groB3e Abun-
danz der Daphnien und die effiziente Filtrieraktivitét fiihren dazu, dal Daphnien einen gravie-
renden Effekt sowohl auf die Quantitit als auch auf die Zusammensetzung des Phytoplank-
tons ausiiben (Edmondson & Litt, 1982). Als Auswirkung kommt es im Verlauf der saisona-
len Sukzession in vielen Seen zu einem vorhersagbaren Klarwasserstadium (Lampert et al.,
1986) und einer saisonalen Sukzession der Algen im See (Sommer et al., 1986). Als wich-
tigster Zooplankter bilden Daphnien das Bindeglied zwischen Algen und planktivoren

Fischen.

Neben artspezifischen Unterschieden, phédnotypischer Plastizitit, sowie der zentralen Bedeu-
tung im Nahrungsnetz der SiiBgewdsser macht der Lebenszyklus (s. Zaffagnini, 1987)
Daphnia zu einem interessanten Untersuchungsobjekt. Bis auf wenige Ausnahmen (Hebert,
1987), vermehren sich Daphnien zyklisch parthenogenetisch. Daphnien konnen innerhalb

einer Generation zwischen asexuellen (Parthenogenese) und sexuellen Phasen der Reproduk-

tion wechseln (Kbbildung 1. 1|D.
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bisexuelle
@ Reproduktion

Abbildung 1.1 Lebenszyklus von Daphnia
Schema modifiziert nach T. Little (University of Edinburgh, Schottland)

Wihrend der Parthenogenese werden nur Weibchen produziert. Die parthenogenetischen Eier
(Subitaneier) entstehen durch die Unterdriickung der Meiose (Apomixis) und sind daher ge-
netisch identisch (Klone). Die Anzahl der Subitaneier kann von 1 - 300 variieren und ist ab-
héngig von der GroBe und der Futteraufnahme der Daphnie (Hebert, 1978). Die Entwicklung
der Subitaneier vollzieht sich in der vom Carapax gebildeten Brutkammer. Die vollstindig
entwickelten Neonaten verlassen die Brutkammer kurz bevor die Mutter sich hautet. Unter
giinstigen Bedingungen konnen die Miitter ca. alle drei Tage eine neue Brut anlegen. Der
Vorteil bei der asexuellen Reproduktion ist, dal das Populationswachstum maximiert werden
kann, da alle Nachkommen Weibchen sind. Besonders gut angepalite Klone konnen sich

durch die Parthenogenese schnell durchsetzen.

Unter bestimmten Bedingungen wechseln die zyklisch parthenogenetischen Daphnien von der
asexuellen zur sexuellen Reproduktion. Unglinstige Umweltbedingungen in einem Habitat,
wie z.B., Nahrungsknappheit, hohe Populationsdichten, chemische oder physikalische Fakto-

ren, konnen diesen Wechsel initiieren (Banta & Brown, 1929; Hobaek & Larsson, 1990). Aus
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Subitaneiern entwickeln sich dann Méannchen. Nach der Paarung entstehen 1 - 2 befruchtete
Eier (Dauereier), die vom Weibchen in einer vom Carapax gebildeten Hiille (Ephippium) mit
der ndchsten Hautung abgegeben werden. Die Dauereier stellen ihre Entwicklung nach weni-
gen Teilungen ein (ca. 250 Zellen, Vollmer, 1912) und bendtigen dann einen Stimulus zur
Weiterentwicklung. Nur wenige Daphnia-Arten sind in der Lage ohne Ménnchen Dauereier

zu produzieren (Hebert, 1981).

Obwohl anzunehmen ist, daB3 sich sexuell reproduzierende Daphnien besser an Verdnderun-
gen im Habitat anpassen konnen, zeigen jedoch auch obligat parthenogenetische Daphnien-
Arten eine hohe genetische Diversitit (Hebert, 1987). Der Vorteil der sexuellen Reproduktion
ist daher nicht ausschlie8lich in der Rekombination, sondern auch in den Dauereiern selbst zu
sehen. Die Vorteile der Dauerei-Produktion liegen in der Resistenz und im Verbreitungspo-
tential. Die Dauereier konnen geschiitzt im Ephippium iiber Jahre hinweg ungiinstige Um-
weltbedingungen iiberdauern (Hairston et al., 1999a; Moghraby, 1977; Weider et al., 1997).
Die passive Verbreitung von Ephippien findet, z.B. durch den Transport von Fischen oder
Vogeln statt. Eine Darmpassage konnen sie unbeschadet iiberstehen (Mellors, 1975). Die
Ephippien konnen sich auch mit den Setae (Freyer, 1972) an das Fell oder das Gefieder von
watenden Tieren anheften (Carvalho & Wolf, 1989), durch den Wind verdriftet oder sogar
durch den Menschen, z.B. im Ballastwasser von Booten, verbreitet werden. Durch diese Ver-
breitungsmechanismen konnen neue Habitate erschlossen werden und dies fiihrt zum kosmo-
politischen Auftreten von Daphnia (Dodson & Frey, 1991). Die Produktion von Dauereiern
stellt eine Grundvoraussetzung fiir das erfolgreiche Auftreten von Daphnia in rdumlich und

zeitlich heterogenem Habitat dar.

Daphnien-Populationen in tempordren Gewdssern, die hiufig austrocknen oder durchfrieren,
sind stdndig vom Aussterben bedroht. Die einzige Moglichkeit die Population in diesen tem-
porédren Habitaten zu erhalten, ist durch die Produktion von resistenten Dauerstadien gegeben.
Sobald sich die Bedingungen im Habitat verbessern, konnen die Dauereier schliipfen und zur
Wiederbesiedlung des Habitats flihren. Die Produktion von Dauereiern kann daher als eine
Uberlebens- und Verbreitungsstrategie in nicht permanenten Habitaten gelten. Im Vergleich
zu tempordren Gewdssern stellen Seen permanete Habitate dar. Daphnien-Populationen sind
im See mit unterschiedlichen Abundanzen wihrend des gesamten Jahres priasent. Die Dauer-
eier sind in der Regel nicht notwendig, um das Uberleben einer Population sicherzustellen.

Trotzdem werden auch in Seen Dauereier produziert. Dauereier, die nach der Hiutung ins
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Sediment absinken, konnen sich dort tiber Jahrzehnte oder Jahrtausende ansammeln. Wenn sie
nicht schliipfen, bilden sie eine Dauereibank, die den Samenbanken bei terrestrischen Pflan-
zen entspricht (Brown & Venable, 1986). Die Ephippien in den Seen werden allmahlich von
Sediment iiberschichtet. In manchen Seen (z.B. Belauer See, Bodensee) ist die chronologische
Akkumulation der Ephippien in den jéhrlichen Schichtungen des Sediments (Varven) erhalten
geblieben. Nur wenn sich die Dauereier dicht genug an der Sedimentoberfldche befinden,
kann die Diapause unterbrochen werden (Herzig, 1985). Bestimmte Reize, wie z.B. Wasser,
Temperatur, zunehmende Tagesldnge oder hohe Sauerstoffkonzentrationen, fithren dazu, daf3
die Dauereier sich entwickeln und die Daphnien schliipfen koénnen (Schwartz & Hebert,

1987).

Es gibt zwei Hypothesen, die sich mit der Bedeutung der Dauereibank auseinandersetzen. Die
erste Hypothese betrachtet die Dauereier im Sediment als Spiegel vergangener Populationen
(Frey, 1958; Kerfoot, 1974). Eine Voraussetzung dazu ist, da3 das Sediment représentativ fiir
die Population ist. Das bedeutet, daB3 weder die Produktion von Dauereiern im Pelagial noch
das Schliipfen der Daphnien aus den Dauereiern im Sediment selektiv sein darf. Je weniger
Dauereier aus dem Sediment schliipfen, desto vollstindiger kann das Sediment die Zusam-
mensetzung der Daphnien-Population reflektieren. Unter der Annahme der ersten Hypothese
ist es moglich, die Geschichte und Struktur vergangener Daphnien-Populationen anhand der

Dauereier im Sediment abzuleiten.

Die zweite Hypothese besagt, dafl die Dauereibank die Evolution in der Population verlang-
samen kann. Dabei wird angenommen, dal Dauereier im Sediment, ebenso wie Samenban-
ken, ein aktives Element darstellt, da3 die Zusammensetzung einer Population prigt (Brown
& Venable, 1986; Hairston & De Stasio, 1988). Die Dauereier im Sediment bleiben im Ge-
gensatz zur Daphnien-Population vom EinfluBl mikroevolutiondrer Prozesse unberiihrt. Dauer-
eier, die nicht alle in demselben Jahr schliipfen, in dem sie entstanden sind, sondern {iber
mehrere Jahre hinweg, konnen einen Verlust von Allelen oder genetischer Variation innerhalb
dieses Zeitraumes verhindern. Das Schliipfen iiber mehrere Jahre hinweg entspricht einer
Risikostreuung, wie dies auch bei Samenpflanzen bekannt ist (Bet Hedging, Clauss &
Venable, 2000). Je mehr und je ldnger Daphnien aus Dauereiern schliipfen, desto starker ist

der Einflu3 der Dauereier auf die Population im Pelagial.
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Die Bedeutung der Dauereibank fiir ein permanentes Gewisser konnte bisher nicht direkt
untersucht werden. Mittels der Allozym-Analyse, die hdufig fiir die genetische Charakterisie-
rung bei Zooplanktern verwendet wird, kdnnen zwar Daphnien, die aus Dauereiern schliipfen,
(Hairston et al., 1999a; Weider et al., 1997), jedoch nicht die Dauereier selbst analysiert
werden. Mit der Entwicklung hochauflosender genetischer Marker, wie z.B. Mikrosatelliten,
ist es seit kurzem moglich nicht nur die genetische Variation bei adulten Daphnien zu unter-
suchen (Lynch et al., 1999; Palsson, 2000), sondern auch Dauereier direkt genetisch zu

charakterisieren (Gomez & Carvalho, 2000; Reid et al., 2000).

Seit den 70er Jahren sind repetitive Sequenzen, zu denen auch Mikrosatelliten z&hlen, doku-
mentiert. Hamada et al. (1982) zeigten, daB3 eine groBe Anzahl dieser Elemente nahezu
ubiquitér verteilt im Eukaryonten-Genom vorkommen und fanden repetitive DNA-Basense-
quenzen (T G), in Organismengruppen wie Hefe und Vertebraten. Tautz et al. (1986) zeigten,
dafl verschiedene solcher repetitiven Sequenzmotive im Eukaryonten-Genom vorkommen.
Die repetitiven Sequenzen konnen stark inter- und intraspezifisch variieren (Tautz, 1989). Die
grofle Anzahl von Mikrosatelliten im Genom und die hohe Variabilitdt, die durch Mutations-
haufigkeiten von 107 bis 10™ pro Generation entsteht (Edwards et al., 1992; Weber & Wong,
1993; Weissenbach et al., 1992), machen Mikrosatelliten zu wertvollen genetischen Markern.
Im Vergleich zu den Allozymen zeigen Mikrosatelliten somit Mutationsraten, die 2 - 3

GroBenordnungen hoher liegen (Jarne & Lagoda, 1996).

In dieser Arbeit wurde eine Kombination von Mikrosatelliten- und mitochondrieller DNA-
Analyse durchgefiihrt, die eine vergleichsweise hohe Auflésung der genetischen Variation in
der Daphnien-Population ermdglicht. Damit diese molekularbiologischen Methoden in dieser
Arbeit angewendet werden konnten, muBlten sie flir die Daphnia-Taxa, die im Belauer See
vorkommen, optimiert werden. Mit den Methoden wurden erstmalig Analysen durchgefiihrt,

um die zwei Hypothesen zur Bedeutung der Dauereibank zu tiberpriifen:

L. Das Sediment ist ein Spiegel vergangener Daphnien-Populationen.
II. Die Dauereibank fiihrt zu einer Verlangsamung der Evolution in der Daphnien-
Population.

Weiterhin wurden Mdglichkeiten der genetischen Analyse fiir paldolimnologische Untersu-

chungen anhand von Dauereiern, die mehr als hundert Jahre alt sind, aufgezeigt.
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2 Material und Methoden
2.1 Der Untersuchungsorganismus Daphnia

In dieser Arbeit wurden iiberwiegend die im Belauer See coexistierenden Arten D. galeata,
D. hyalina und D. cucullata untersucht. Diese Arten bzw. Taxa gehoren zur D. longispina-

Gruppe und konnen interspezifische Hybride bilden (z.B. Schwenk, 1993). Zusitzlich wurden
in dieser Arbeit einige andere Arten analysiert ([labelle 3.2).

Daphnien wurden in 50-ml- bis 1,5-1-GlasgefaBBen kultiviert. Fiir die Kultivierung wurde
Schohseewasser (Plon, Schleswig-Holstein) zunéchst iiber eine 250-um-Gaze filtriert und
dann bei 0,5 bar durch einen GFK-Vorfilter (Sartorius) und eine Filterkartusche (0,45 pm)
partikelfrei filtriert. Nach der Filtration wurde fiir 30 min beliiftet. Als Futterquelle wurde eine
Scenedesmus obliquus-Algensuspension verwendet. Auf die Wasseroberfliche wurde
Cetylalkohol (Merck Eurolab) gegeben, um die Oberflichenspannung des Wassers herabzu-
setzen. Dadurch wurde verhindert, dal besonders die kleineren Daphnia-Arten mit ihrer
hydrophoben Oberfliche an der Wasseroberflache hdangen bleiben. Resultate aus der Arbeits-
gruppe haben gezeigt, da3 Cetylalkohol Daphnien nicht schiadigt. Die Daphnien-Kulturen
wurden regelméBig ausgediinnt, indem Daphnien mit einem Glasrohr angesaugt und in neue
Gléaser mit frischem Seewasser umgesetzt wurden. Die Kulturen wurden bei konstant schwa-
chem Licht und 15 °C gehiltert. Eine Ausnahme bildeten die arktischen Klone, D. tenebrosa
und D. middendorfiana, diese wurden bei 10-12 °C und ebenfalls konstantem Licht kultiviert.

Die durch Parthenogenese entstandenen Daphnien stellen genetische Klone dar. Streng
genommen ist ein Klon genetisch absolut identisch. Da bei den Analysen jedoch nur ein Teil
des Daphnien-Genoms untersucht wurde, sind Unterschiede in anderen Bereichen nicht aus-
zuschlieBen oder sogar wahrscheinlich. Daher beinhaltet der Begriff ,,Klon* in dieser Arbeit

eine Gruppe von Klonen, die jedoch fiir die untersuchten Marker genetisch identisch sind.
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2.2 Probenahmen

Die Probenahmen von Daphnien aus dem Belauer See wurden im Jahre 1998 sowie 1999
(Abbildung 2.1)) zu festgesetzten Terminen durchgefiihrt. Im Jahre 2000 wurden nur treibende
Dauereier vom Uferbereich aufgesammelt. Die Termine wurden vom Péchter des Sees mit der
Universitit Kiel vereinbart. Die Okosystemforschung (Universitit Kiel) stellte freundlicher-
weise Umweltdaten, wie z.B. Temperatur und Sauerstoffgehalt fiir das Jahr 1998 und den
Januar’99, bereit. Zudem wurden von der Universitdt Kiel 30-m-lange Sedimentkerne im

Jahre 1990 entnommen.

®  parthenogenetische Daphnien
o bisexuelle Daphnien
v Sedimentkerne
v treibende Dauereier v v
v v
[oXe) [0} OO0O000O0
[ ] [ ] [ ] e o606 o o 0000000 0000000000 OCGOCGOGFOOOS
T T T T o T T T T I
Jan Apr Jul Okt Jan Apr Jul Okt Jan Apr

Abbildung 2.1 Probenahmen
Probenahmetage in den Jahren 1998 bis 2000 fiir Daphnia im Belauer See. Auf der Zeitskala ist das

Auftreten einer Eisschicht mit grauen Késten markiert.

2.2.1 Das Untersuchungsgewisser

Als Untersuchungsgewisser wurde der Belauer See gewihlt, der etwa 30 km siidlich von Kiel
als dritter See in der Bornhdveder Seenkette liegt. Er weist eine maximale Lénge von 2,23 km
und eine maximale Breite von 0,75 km auf. Mit einer Seeoberfliche von ca. 1,13 km? ist er
der zweitgroBte, jedoch mit einer groften Wassertiefe von 29 m der tiefste der vier Seen in
der Bornhoveder Seenkette (Schernewski, 1992). Der Belauer See ist als eutroph einzustufen
und gehort dem dimiktisch-holomiktischen Seentypus an. Die Morphologie des Seebeckens
und die Tiefe des Sees filhren im Sommerhalbjahr zu einer ausgepriagten Temperaturschich-

tung, die den Wasseraustausch zwischen Epilimnion und der sauerstoffreien
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Tiefenwasserzone des Hypolimnions verhindert. Im November oder Dezember kommt es wie
im Friihling zu einer Vollzirkulation. Diese limnologischen Verhéltnisse sind verursachen
eine ausgepragte Jahresschichtung des Sediments (Abbildung 2.2). Da diese Schichtung unge-
stort ist, kann der Einflu3 von Bioturbation ausgeschlossen werden (Wiethold, 1998).

Abbildung 2.2 Jahresschichtung des Sediments im Belauer See

Die Abbildung zeigt einen aufgeschnittenen Kern (6-30 m) von insgesamt drei Kernen. Zu erkennen
ist das stratifizierte Sediment. Die hellen Ablagerungen spiegeln die Sedimentation der silikathaltigen
Diatomeen wieder. Der schwarze Pfeil gibt die Tiefe an, bis zu welcher der Sedimentkern datiert
wurde. Abbildung aus Wiethold (1998).

2.2.2 Probenahmen von Daphnien aus dem Pelagial

Daphnien wurden an allen Probenahmetagen an der tiefsten Stelle des Sees (29 m), die durch
eine Boje kenntlich gemacht war, aufgesammelt. Die Probenahmen der Daphnien in der
Wassersdule wurden mit 12-15 Netzziigen mit einem 100 um Planktonnetz (Hydrobios, Kiel)
iiber die gesamte Wassertiefe durchgefiihrt. Die Planktonproben wurden fiir den Transport in
mit Belauer-Seewasser gefiillten 2-1-Plastikgefden gekiihlt und dunkel aufbewahrt. Adulte

Daphnien wurden spiter im Labor aus den Planktonproben isoliert.
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2.2.3 Probenahmen von Dauereiern aus dem Sediment
2.2.3.1 Probenahme von rezenten Dauereiern

Dauereier konnen ins Sediment absinken, um dort Perioden ungiinstiger Lebensbedingungen
zu lberstehen. Es wurden Sedimentkerne gezogen, um daraus Daphnia-Dauereier flir
Schliipfversuche (Abschnitt oder direkt fiir eine DNA-Extraktion (Abschnitt zu
isolieren. Dazu wurden trotz einer diinnen Eisschicht im Dezember’98 und unmittelbar nach
dem Schmelzen der Eisdecke, die den Belauer See fiir etwa 10 Tage im Februar bedeckte, im
Mirz’99 jeweils drei Sedimentkerne gezogen. Die Sedimentkerne vom Dezember’98 und
Mirz’99 werden als Replikate angesehen, da die Daphnien mit Dauereiern zuletzt im Novem-

ber’98 auftraten und in der Zwischenzeit keine weiteren Daphnien mit Dauereiern beobachtet

wurden. Die Sedimentkerne wurden mit einem Eckmann-Greifer (Abbildung 2.3)) an der tief-

sten Stelle des Belauer Sees entnommen. Der Eckmann-Greifer hatte eine Fliche von 255 cm?
und eine Tiefe von etwa 17 cm (ohne Schaufeln). Das Prinzip beruht darauf, daB3 der Greifer
mit gedffneten und gespannten Schaufeln solange herabgelassen wird, bis er sich in das
Sediment eingrdabt. Dann wird ein Gewicht am Fiihrungsseil herabgelassen, welches den
SchlieBmechanismus der Schaufeln auslost. Der Sedimentkern kann dann heraufgezogen
werden. Sedimentkerne, bei denen der Eckmann-Greifer nicht rechwinklig in das Sediment
eingedrungen war, wurden verworfen. Der Kern kann im Abstand von ca. 2 cm mit Metall-
platten untergliedert werden. Wahrend der Sedimentkern gezogen wird sind die dafiir vorge-

sehenen Offnungen von einer der Metallplatten verdeckt.

Zunichst wurde das Sediment in den Schaufeln des Greifers durch Einfithren der untersten
Metallplatte und anschlieBendem Offnen der Schaufeln abgetrennt und verworfen. Uber die
unterste Metallplatte wurde im Abstand von 4 cm eine zweite eingefiihrt. Dann wurde die
erste Platte entfernt und das Sediment vorsichtig in einer Plastiktiite aufgefangen und fiir den
Transport in einer Kiihlbox aufbewahrt. Dieser Vorgang wurde wiederholt bis der Sediment-
kern in vier Abschnitte gegliedert war ). Die Dicke der obersten Sedimentschicht,
die iiber der letzten Metallplatte verblieb, wurde gemessen und betrug bei allen Kernen nicht

mehr als 2 cm.
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Abbildung 2.3 Schema des Eckmann Greifers

Der Sedimentzuwachs eines Jahres an der Probenahmestelle entspricht 2 cm + 0,2 (pers. Mit-
teilung Dr. D. Garbe-Schonberg, Universitdt Kiel). Somit und aufgrund der Jahresschichtung
des Sediments wurde angenommen, daf} die oberste Schicht der Sedimentkerne beider Probe-
nahmetage reprasentativ fiir die Jahresproduktion von Daphnia Dauereiern im Jahre 1998
war. Zur Aufbewahrung wurden die Sedimente in einer Styroporkiste bei 4 °C bis zur weite-
ren Bearbeitung gelagert. Im Mérz’99 wurden zusétzliche Kerne gezogen, von denen nur die

oberen 2 cm fiir Schliipfversuche verwendet wurden.

Tabelle 2.1: Einteilung der Belauer Sedimentkerne in Sedimentabschnitte

Sedimentabschnitt  Dicke  Tiefe  mittlere Tiefe

[Nr.] [cm] [cm] [cm]
I <2 0-2 1
I 4 2-6 4
I 4 6-10 8

v 4 10-14 12
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2.2.3.2 Probenahme von alten Dauereiern

Im Rahmen eines Européischen Projektes wurden im Jahre 1990 drei 30-m-lange Sediment-

kerne (Prof. Dr. H. Usinger, Universitit Kiel) von der tiefsten Stelle des Belauer Sees gezo-

gen (Abbildung 2.2)). Die Stratifizierung des Sediments erlaubte mit verschiedenen Methoden

eine Datierung des Kerns bis zu einer Tiefe von 23 m (siche Wiethold, 1998). Neben dem
Belauer See sind nur wenige Seen mit solchen Sediment-Eigenschaften bekannt (z.B. Boden-
see, Wessels et al., 1995). Aus dem anaeroben und kiihlen Belauer See Sediment wurden
Daphnia Dauereier und andere pflanzliche oder tierische Fragmente isoliert. An dem Sedi-
mentkern wurden bereits die verschiedensten Analysen, u.a. Diatomeen- (Hékansson, 1998),
Bosminen- (Hofmann, 1998) und Pollenanalysen (Wiethold, 1998), durchgefiihrt. Die Ergeb-

nisse von Diatomeen und Bosminen geben AufschluB} iiber die Eutrophierung im Belauer See

und die Pollenanalysen zeigen den anthropogenen EinfluB3. Aus|Abbildung 2.4 ist zu ersehen,

daB} die éltesten Sedimente, die zur Verfiigung standen, auf 7130 v.Chr. datiert werden, also
etwa 9130 Jahre alt sind. Fiir die Lagerung (Universitdt Kiel) wurde der Sedimentkern in 1-m-
lange Abschnitte unterteilt, ldngsseits halbiert und von Plastikfolie umgeben in einer begehba-

ren Kiihlkammer im Dunkeln, leicht feucht aufbewahrt.

Alter (Jahre BC/AD)

-8000 -6000 -4000 -2000 0 2000

500 -

1000 ~

T
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.....

2500

Abbildung 2.4 Datierung des Belauer See Sedimentkernes
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2.2.4 Probenahmen von Dauereiern aus dem Spiilsaum

Daphnia-Dauereier, die nicht ins Sediment absinken, sondern auf der Wasseroberfldche trei-
ben, wurden im Spiilsaum am Ostlichen Seeufer (Badestelle) gesammelt. Dauereier konnen
von der Wasseroberfldche, z.B. durch Wasservogel oder auch Schiffe, verbreitet werden. Im
Mai’99, zeitgleich mit dem Auftreten von ephippien-tragenden Daphnien, und im Mérz’00,
nach dem Uberwintern der treibenden Dauereier, wurden jeweils zwei 10-1-Eimer mit Schaum
aus dem Spiilsaum befiillt. Nachdem sich der Schaum verfliissigt hatte, wurden die Proben im
Labor nach Dauereiern durchgesehen. Die Dauereier vom Mai’99 wurden entweder fiir eine
DNA-Extraktion (Abschnitt vorbereitet oder fiir Schliipfversuche (Abschnitt
isoliert. Mit den Dauereiern vom Mérz’00 wurden aus zeitlichen Griinden nur Schliipfversu-

che durchgefiihrt.

2.3 Populationsdynamische Parameter

Als populationsdynamische Parameter wurden Abundanzen der Dauereier im Sediment, die

Schwimmfihigkeit der Ephippien und die Schliipffahigkeit der Dauereier untersucht.

2.3.1 Abundanzen von Dauereiern im Sediment
2.3.1.1 Abundanzen von rezenten Dauereiern

Fiir die Sedimentkerne von Dezember 98 und Mai ’99 wurden die Abundanzen der Dauereier
in den einzelnen Kernabschnitten ermittelt. Dazu wurden aus jedem Kernabschnitt sechs
Proben mit einem definiertem Volumen von 45,6 cm? entnommen. Aus dem zentralen Bereich
der einzelnen Sedimentabschnitte wurde mittels eines abgeschnittenen Plexiglasrohres Sedi-
ment ausgestochen. Es wurde vermieden, Sedimente nahe der Rénder der Kerne auszuste-
chen, um einen Transfer von Dauereiern aus anderen Schichten auszuschliefen. Der mit
Sediment befiillte Rohrabschnitt wurde auf einen ebenen Untergrund iibertragen und dann mit
einem Loffel vollstindig befiillt. Uberschiissiges Sediment wurde mit dem Loffelstiel abge-
streift. Das Sediment wurde dann in verschlieBbare 100-ml-Glasgefdle iberfiihrt und im
Kiihlschrank (dunkel, 4 °C) bis zur weiteren Verwendung auftbewahrt. Insgesamt wurden die

Sedimentkerne jeweils in 24 Proben unterteilt.

Die Sedimentproben wurden portionsweise durch ein 250-pm-Metallsieb solange vorsichtig

gesiebt und gespiilt, bis keine feinkornigen, dunklen Sedimentriickstinde mehr zu erkennen
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waren. Der Riickstand auf dem Sieb wurde in eine saubere Petrischale mit filtriertem Seewas-
ser iiberfiihrt. Bei schwacher Beleuchtung wurden die Ephippien unter dem Binokular aus der
Probe isoliert, nach Dauereiern durchgesehen und die Anzahl der Dauereier pro Ephippium
notiert. Die Ephippien mit Dauereiern wurden dann entweder fiir eine DNA-Extraktion

(Abschnitt oder fiir Schliipfversuche (Abschnitt verwendet.

Da das tiefere Sediment stirker komprimiert ist, d.h. weniger Wasseranteil enthilt, ist bei
einem Vergleich von Proben aus unterschiedlichen Tiefen nicht das Volumen, sondern der
Sedimentanteil von Bedeutung. Fiir jeden Sedimentabschnitt wurde eine Trockengewichtsbe-
stimmung durchgefiihrt. Auf diese Weise wurde der Wassergehalt in den Proben ermittelt.
Dazu wurden erneut jeweils sechs Proben aus den Kernabschnitten des Mérz-Kerns ausgesto-
chen. Das Sediment wurde in ein abgewogenes Gefdll gegeben, ebenfalls gewogen, gut zwei

Tage getrocknet und erneut gewogen. Die Mittelwerte und Standardabweichungen der

Trockengewichte wurden fiir die Sedimentabschnitte I bis IV (Abbildung 2.5)) gebildet. Fiir

den Sedimentabschnitt I, der den groften Wasseranteil hatte, wurde ein Korrektur-Faktor
(F=1,36) ermittelt. Diese Faktor diente als Multiplikator fiir die Anzahl der gefundenen

Dauereier im ersten Sedimentabschnitt.

Trockengewicht [g/100 cm® Sediment]
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Abbildung 2.5 Sedimentgehalt der Kernabschnitte

Dargestellt sind die Mittelwerte der Trockengewichte mit Standardabweichungen iiber die mittleren
Tiefen der Sedimentabschnitte (S I - IV). Die Mittelwerte und Standardabweichungen der Trockenge-
wichte wurden aus jeweils sechs Sedimentproben (45,6 cm’) ermittelt.
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2.3.1.2 Abundanzen von ilteren Dauereiern

Fiir die Ermittlung der Abundanzen &lterer Dauereier stand nach anderen vorangegangenen
Projekten verhdltnismaBig wenig Sediment aus den 30-m-Kernen zur Verfligung. Es war nicht
moglich mehrere Proben derselben Tiefe zu entnehmen. Zudem war fiir einige Tiefen kein
Sediment mehr vorhanden. Aus der Mitte des Sedimentkernes wurde Sediment von etwa
1,5 cm Breite, 1 bis 6 cm Lénge und etwa 1 cm Dicke ausgestochen. Diese Sediment-Blocke
wurden vermessen, einzeln in verschlieBbare Gléser tiberfiihrt und bei 4 °C im Dunkeln leicht
feucht gehalten. Die alten Sedimente wurden getrennt von rezenten Sedimenten aufbewahrt,

um Kontaminationen durch Fremd-DNA auszuschlieBen. Die weitere Vorgehensweise ent-
spricht der in Abschnitt beschriebenen.

Die Sedimente verschiedenen Alters sind unterschiedlich stark komprimiert. Die oberen
Sedimentabschnitte reflektieren in 1 cm Tiefe 1,5 Jahre gegentiber 10 Jahren in den tiefsten
Sedimenten (23 m). Das Alter der isolierten Ephippien und Dauereier betrug 100 bis
4400 Jahre.

2.3.2 Schwimmfihigkeit von Ephippien

Es wurde untersucht, ob Ephippien bevorzugt an die Wasseroberfldche treiben oder ins Sedi-
ment absinken. Dazu wurden ephippien-tragende D. galeata Weibchen aus der Wasserprobe
vom Mai’99 isoliert (Abschnitt . D. hyalina und D. cucullata produzierten zu diesem
Zeitpunkt keine Ephippien. Es wurden nur Daphnien ausgewihlt, deren Ephippium min-
destens ein Ei enthalten hatte. Die Daphnien wurden vorsichtig in 50-ml-Gefdle mit
filtriertem, beliiftetem Schohseewasser iiberfiihrt und einige Tage kultiviert. Mit der Hautung
wurde das Ephippium abgestoBen. Dann wurde beobachtet, ob es absank oder auf der

Wasseroberflache trieb. Die DNA dieser Dauereier und Daphnien wurde anschlieend extra-

hiert (Abschnitt £.4.1).

2.3.3 Schliipffihigkeit von Dauereiern

Der Einflul der Dauereier auf die Population wird in besonderem Malle vom Schliipferfolg

bestimmt. Daher wurden mit den gesammelten Dauereiern Schliipfversuche durchgefiihrt. Auf
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diese Weise sollte versucht werden den Schliipferfolg abzuschitzen und untersucht werden,
ob bestimmte Genotypen bevorzugt schliipften. Fiir die Schliipfversuche wurden Ephippien
mit unbeschéddigten Dauereiern verwendet. Die Ephippien wurden dazu entweder aus den
Sedimentabschnitten I bis IV der Dezember- und Mirz-Kerne (Abschnitt isoliert oder
es wurden Ephippien gesammelt, die im Mai’99 und Mirz’00 auf der Wasseroberfldche
trieben (Abschnitt . Die Ephippien mit den Dauereiern wurden in Zellkultur-Testplatten
(TPP, Schweiz) in filtriertes Schohseewasser gegeben, welches zuvor beliiftet wurde. Die
Zellkultur-Testplatten wurden in einer begehbaren Kiihlkammer bei 10-12 °C und konstantem
Licht inkubiert. Das Wasser wurde regelmdBig alle 2 bis 5 Tage ausgetauscht. Diese Be-
dingungen sind bekannt dafiir, die Diapause bei Daphnia unterbrechen zu kdnnen (Weider &
Hebert, 1987). Uber einen Zeitraum von zwei Monaten wurden die Dauereier mehrmals tig-

lich kontrolliert.

Es wurden weitere Schliipfversuche durchgefiihrt, bei denen die Ephippien mit Sediment
bedeckt waren. Dazu wurden ausschlieBlich die jiingsten Dauereier verwendet, die aus dem
Sedimentabschnitt [ vom Mirz’99 isoliert worden waren, da diese den grof3ten Schliipferfolg
versprachen. Dabei wurde ein Teil der Dauereier als positive Kontrolle ohne Sediment, wie
oben beschrieben, schliipfen gelassen. Fiir den Schliipfversuch mit Sediment wurde zunéchst
das Sediment gesiebt (250 um), um potentielle Fralifeinde wie Chaoborus und Copepoden
von dem Versuch auszuschlieBen. Das wiBrige Sediment (jeweils 100 ml) wurde in vier 500-
ml-Becherglédser gefiillt. Die Rander der Glaser wurden mit Pappe abgedunkelt. Die Ephip-
pien versanken im Sediment, sobald sie zugegeben wurden. AnschlieBend wurden vorsichtig,
tropfenweise am Rand des Becherglases entlang, 400 ml filtriertes, beliiftetes Schohseewasser
zugefiihrt. Das Sediment wurde dabei nicht wesentlich aufgewiihlt. Der Versuch wurde eben-
falls bei 10-12 °C und konstantem Licht durchgefiihrt und in einem Zeitraum von zwei
Monaten téglich kontrolliert. Bei der Kontrolle nach geschliipften Daphnien wurde darauf
geachtet das Sediment nicht aufzuwiihlen. Verdunstetes Wasser wurde nachgefiillt. Nach dem
Ablauf von zwei Monaten wurde der Versuch unterbrochen. Verbleibende Ephippien mit den
Dauereiern wurden aus dem Sediment isoliert und als Kontrolle erneut ohne Sediment in
Seewasser zum Schliipfen exponiert. Sdmtliche geschliipfte Daphnien wurden genetisch

charakterisiert.
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2.4 Genetische Analyse
2.4.1 Probenvorbereitung und DNA-Isolierung

Probenvorbereitung

Die Zooplanktonproben aus dem Pelagial des Belauer Sees (Abschnitt wurden direkt
nach der Probenahme fiir die DNA-Isolierung vorbereitet. Die Probenahme im Belauer See
und die Zusammenstellung der Zooplanktonproben fiir die DNA-Isolierung wurden innerhalb
eines Tages durchgefiihrt, um eine reprédsentative Probe entnehmen zu koénnen, denn nach
weniger als einem Tag beginnt das Zooplankton abzusterben. Aus allen drei Plastikgefaf3en
wurde das Zooplankton vorsichtig iiber ein 100 pm Sieb gegossen und mit Schéhseewasser in
eine kleine Wanne gespiilt. Von dort wurde es gut durchmischt und in Petrischalen tiberfiihrt.
Der Boden der Schale war nicht vollstindig bedeckt, so daB3 sich ein Wasserrand bildete, an
den das Zooplankton trieb. Von dort konnten die Daphnien gut mit einer Pinzette aufgenom-
men und in ein 0,5-ml-Eppendorfgefdl gegeben werden. An jedem Probenahmetag wurden

mindestens 120 Daphnien isoliert. Es wurden zahlreiche Petrischalen durchsucht.

An einigen Probenahmetagen wurden zusétzliche Daphnien fiir eine DNA-Extraktion vorbe-
reitet. Im Juli wurden Subitaneier aus Daphnien herausgetrennt, an denen die VerldBlichkeit
der genetischen Marker getestet werden sollte. Im Mai’99 sowie im Herbst’98 und ’99 waren
Weibchen mit Dauereiern und Mannchen in der Population vorhanden. Ein Ziel der Arbeit ist,
die genetische Differenzierung der Population in dieser Zeit zu untersuchen. Daher wurden an
diesen Probenahmetagen wenigstens 100 Ménnchen oder falls weniger vorhanden waren, so
viele isoliert, wie in der gesamten Probe gefunden wurden. Von mindestens 35 Daphnien
wurde das Ephippium abgetrennt, gedffnet und die ein bis zwei Dauereier vorsichtig mittels
eines Skalpells und einer spitzen Pipette isoliert. Die beiden Dauereier wurden voneinander
getrennt. Bei der Bestimmung der genetischen Variation wurde jeweils nur ein Dauerei aus
jedem Ephippium beriicksichtigt. Die Daphnien und die Subitaneier wurden unmittelbar nach
der Entnahme mit moglichst wenig Wasser in ein beschriftetes, 0,5-ml-Eppendorfgefdl} in ein
Chelex® 100 (Bio-Rad) DNA-Extraktionsgemisch iiberfiihrt. Die Dauereier wurden vor dem
Eintauchen in das Gemisch mit der Pipette zerdriickt. Die Pipette wurde anschlieBend mit

einer Salzsdure-Losung gereinigt, um eine Kontamination auszuschlieBen.

Fir die DNA-Extraktionen wurden 150 Dauereier aus dem Sedimentabschnitt I vom Dezem-

ber’98 und Mirz’99 isoliert, jeweils 25 Dauereier aus jeder der sechs Proben (Abschnitt
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P.3.1.1). Aus den darunterliegenden Sedimentabschnitten wurden jeweils 15 Dauereier pro
Probe isoliert, 90 Dauereier je Sedimentabschnitt. Insgesamt wurden fiir mehr als 1350
Dauereier DNA-Extraktionen durchgefiihrt. Aus zeitlichen Griinden war es nicht moglich
weitere Sedimentkerne zu bearbeiten. Aus den im Spiilsaum treibenden Ephippien vom
Mai’99 wurden 116 Dauereier isoliert und fiir die DNA-Extraktion in 0,5-ml-Eppendorfge-

faBe mit einem Chelex®100 Extraktionsgemisch iiberfiihrt.

Die Widerstandsfahigkeit der Ephippien ermdglicht auch die partielle Erhaltung von geneti-
scher Information in alten Dauereiern. Die alten Dauereier wurden auf die gleiche Weise fiir
eine DNA-Extraktion vorbereitet wie die rezenten Dauereier. Die DNA aller 2400 isolierten
Dauereier wurde extrahiert und dabei wurden besondere Vorsichtsmalnahmen getroffen. So
wurden eine Dunkelkammer und sé@mtliche Hilfsmittel ausschlieBlich fiir die paldolimnologi-

schen Untersuchungen genutzt.

DNA Isolierung

Als Ausgangsmaterial fiir molekulare Analysen kurzer Sequenzen, wie z.B. Mikrosatelliten-
DNA, sind bereits geringe Mengen DNA ausreichend. Bei klassischen Extraktionen werden
Zellen mit Detergenzien lysiert, anschlieBend denaturiert und von den Detergenzien durch
eine Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschlieBender Ethanol-Féllung gereinigt. Diese Vor-
gehensweise der DNA-Extraktion hat allerdings quantitative Verluste zur Folge. Sie ist daher
ungeeignet fliir Dauereier, die ohnehin mit etwa 250 Zellen (Vollmer, 1912) eine geringe
Zellzahl besitzen. Die DNA aus Daphnien und Dauereiern wurde tiberwiegend mit Chelex®
100 isoliert. Dazu wurde die Methode von Walsh et al. (1991) modifiziert. Die DNA von
rezenten und alten Dauereiern wurde teilweise mit dem Forensik Kit I (Invitek) isoliert, die

jedoch auch sehr teuer ist.

Chelex-Methode

Eine schnelle und effiziente Methode der DNA-Extraktion ist Chelex® 100. Chelex ist ein
Chelatbildner mit hoher Affinitdt zu polyvalenten Metall-lonen. In Anwesenheit von Chelex
wird der Abbau der DNA durch chelatbildende Metallionen verhindert und Polymerase-Inhi-
bitoren zudem inaktiviert (Walsh et al., 1991). Ein Vorteil dieser Methode ist, dal keine
DNA-Verluste erfolgen, da die DNA nicht weiter aufgereinigt werden muf3. Fiir die Extrak-
tion wurde ein 5%iges Chelexgemisch (w/v HPLC-Wasser) hergestellt und autoklaviert. Das

Chelex wurde durch einen Magnetriihrer in der wiéssrigen Phase verteilt und wéihrenddessen
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mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze in Eppendorfgefdfie tiberfiihrt. Dabei wurden adulte
Daphnien in 50 pl, aus Dauereiern geschliipfte, juvenile Daphnien in 35 pl und Subitan- oder
Dauereier in jeweils 25 pl des Extraktionsgemisches aufgenommen. Nach 3 h Inkubation bei
55 °C wurde der Extrakt kurz geschiittelt, zentrifugiert und fiir weitere 13 min bei 100 °C
belassen. Danach wurde die Probe erneut geschiittelt, zentrifugiert und {iber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Nach dieser Behandlung befindet sich die DNA im wissrigen Uberstand und ist im

gefrorenen Zustand iiber Monate stabil.

Forensik Kit [

Das Prinzip der Extraktion mit dem Forensik Kit I beruht auf der Lyse der Eihiille bzw. des
Carapax der Daphnien mit einem Puffersystem und nachfolgender Bindung der DNA an eine
Siliziumoxid-Matrix. Die tragerfixierte DNA wird gewaschen und abschlieBend unter Ver-
wendung eines Niedrigsalzpuffers wieder vom Tragermaterial eluiert. Das Protokoll des

Herstellers wurde folgendermafen fiir die Anwendung auf Daphnien optimiert:

1. Die Dauereier wurden in 250 pl Lysis Puffer gegeben.

2. Eswurden 3,5 ul Carrier Suspension (Siliciumoxid) zugegeben und kurz geschiittelt.

3. Die Reaktionsgefile wurden fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, 1 sec bei
10.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

4. 250 ml Wasch-Puffer wurden zugegeben, die Suspension geschiittelt, bis zum Errei-
chen einer Geschwindigkeit von 10.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verwor-
fen.

5. Schritt 4 wurde zweimal wiederholt, dann wurde kurz zentrifugiert und der restliche
Waschpuffer entfernt.

6. Zur Entfernung des Ethanols im Waschpuffer wurde die Probe fiir 20 min bei 60 °C
im Thermocycler inkubiert.

7. Das Carrier-Pellet wurde in 30 ul des Elutionspuffers, der zuvor auf 70 °C erhitzt
wurde, durch Schiitteln bei maximaler Frequenz vollstindig resuspendiert. Das Reak-
tionsgefal wurde fiir 5 min im Thermocycler bei 60 °C zur Elution der DNA inku-
biert.

8. Das Reaktionsgefdl wurde fir 2 min bei 14.000 rpm zentrifugiert und der DNA-

haltige Uberstand anschliefend in ein neues ReaktionsgefiB iibertragen.
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Eine Extraktion mit dem Forensik Kit I ist vergleichsweise aufwendig und daher fiir einen
groBen Probendurchsatz ungiinstiger. Die DNA hat jedoch einen hoheren Reinheitsgrad als
nach der Chelex-Extraktion. Zudem ist die Methode geeignet DNA aus sehr geringen Mengen

Ausgangsmaterial, wie z.B. Dauereier, zu isolieren.

Nach der Isolierung der DNA wurde der Extraktionserfolg durch die PCR (Abschnitt
kontrolliert. Die DNA-Menge war nach der Extraktion vor allem bei den Dauereiern zu

gering, um sie zu quantifizieren.

2.4.2 Charakterisierung der genetischen Struktur von Daphnien
2.4.2.1 Amplifikation von DNA-Sequenzen

DNA-Sequenzen werden gezielt mittels einer PCR (polymerase chain reaction) unter
Verwendung thermostabiler DNA-Polymerasen (z.B. Taq-Polymerase aus Thermus
aquaticus) und spezifischer Oligonukleotid-Primer amplifziert (Mullis & Faloona, 1987).
Ausgangspunkt flir die angewandten Methoden waren Primer, die von J. K. Colbourne
(University of Guelph, Canada) sowohl fiir Mikrosatelliten-Sequenzen (Abschnitt von
D. pulex (Dpu; Subgenus Daphnia) und D. magna (Dma; Subgenus Ctenodaphnia) als auch
fiir mitochondrielle 12S rDNA (Abschnitt entwickelt worden waren.

Die PCR-Reaktionsansitze wurden in 96er Mikrotiterplatten (Biozym) angesetzt, wobei ent-
sprechende Gummimatten (microtiter cover plates, Perkin Elmer) als Verdunstungsschutz
benutzt wurden. Die Uberpriifung und Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte durch Agaro-
segele in horizontalen Gelkammern. Die PCR-Produkte (ca. 4 pl) und ein mit Farbstoffpuffer
gemischter GroBen-Marker wurden in die Geltaschen {ibertragen und das Gel dann vorsichtig
mit Elektrophoresepuffer iiberschichtet. Die Laufzeit betrug 1,5 h bei 80 V. Das Gel wurde
anschliefend mindestens 30 min in einer Ethidiumbromidldsung inkubiert. Die DNA-Banden
wurden unter UV-Licht (230 nm) sichtbar gemacht und durch eine Sofortbild-Kamera (Pola-

roid, Filmtyp 607) dokumentiert. Folgende Puffer und Reagenzien wurden dazu benétigt:
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GroBen-Marker:
100 Base-Pair Ladder (Pharmacia Biotech) in den Fragmentgréf3en 100 Bp bis
2600 Bp.

Farbstoffpuffer 10x:
Saccharose 50 % (w/v); 4 M Harnstoff; 0,05 mM EDTA; Bromphenolblau
0,1 % (w/v).

TBE-Elektrophoresepuffer fiir Agarosegele:
100 mM Tris-Base (pH 8,3); 83 mM Borsdure; ImM EDTA.

Agarosegele:
2 % (w/v) Agarose (Biozym).

Ethidiumbromid-Lésung:
1 pg/ml.

Mikrosatelliten-PCR

Zu Beginn dieser Arbeit mufiten geeignete Mikrosatelliten-Primer fiir D. galeata, D. hyalina
und D. cucullata gefunden und die Bedingungen zur optimalen Amplifikation ausgetestet
werden. Dazu wurden 23 Dpu- und weitere 11 Dma-Primerpaare getestet. Dartliber hinaus
wurde die Ubertragbarkeit der Mikrosatelliten-Primer auf andere Daphnia-Arten iiberpriift,
um ein System universell einsetzbarer und somit vergleichbarer genetischer Marker zu erhal-
ten. Die PCR-Bedingungen fiir die Mikrosatelliten-Primer wurden fiir die Subgenera Daphnia
(D. pulex, D. pulicaria, D. middendorfiana, D. tenebrosa, D. obtusa, D. ambigua),
Hyalodaphnia (D. longispina, D. laevis, D. rosea) und Ctenodaphnia (D. magna,
D. lumholtzi) optimiert.

Von den 34 Mikrosatelliten-Loci wurden fiir vier Loci (Dpu 6, Dpu 30, Dpu 45, Dpu 122), die
alle auf der Grundlage von D. pulex DNA entwickelt worden waren, ebenfalls PCR-Produkte
fiir die im Belauer See coexistierenden Daphnien-Arten hergestellt. Um Mikrosatelliten-
Analysen auf einem automatischen Sequenzierer (ABI 377; Perkin Elmer) durchzufiihren,
wurde jeweils einer der Mikrosatelliten-Primer am 5°-Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff
(Big Dye, Perkin Elmer) markiert. Die Fluoreszenzfarbstoffe fam (blau), hex (griin) und ned
(gelb) wurden zur Markierung der Primer verwendet, rox (rot) hingegen wurde lediglich fiir
die Visualisierung der Fragmente eines Lingenstandards (Genescan'“-350; Rox; Perkin
Elmer) eingesetzt. Die Farbstoffe konnen die Amplifikation von Mikrosatelliten-Sequenzen
beeintrachtigen oder gar blockieren. Primer und Farbstoffe waren daher nicht beliebig

kombinierbar.
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Die Reaktionsansdtze waren flir die Amplifikationen aller Loci dhnlich und wurden in Volu-

mina von 10 pl folgendermallen standardisiert:

1,0 pl 10x Reaktionspuffer:
100 mM Tris (pH 8,3); 15 mM MgCl,; 500 mM KCI.
10,0 mM MgCl,
0,2 mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
50,0 pmol  je Primer

2,5% DMSO bzw.

5,0 % DTT

0,5U Tag-Polymerase (Promega)
1,5 ul DNA

auf 10 pl mit sterilem HPLC-Wasser auffiillen.

Die PCR wurde gestartet, indem die DNA zunéchst 2 min bei 95 °C denaturiert wurde. Dann
erfolgte ein weiterer Denaturierungsschritt von 30 sec und anschliefend wurde die Anlage-
rung der Primer an die DNA fiir | min je nach Primer bei 42-56 °C ermdglicht. Die Anla-
gerungstemperatur wird wesentlich von der Nukleotidsequenz der Primer bestimmt. Nach der
DNA-Synthese durch die Tag-Polymerase fiir 1 min bei 72 °C war ein Cyclus abgeschlossen.
Dieser Cyclus wurde 30 x , fiir alte Dauereier 36 x wiederholt. AbschlieBend wurde eine

finale Extension von 20 min bei 72 °C durchgefiihrt.

Mitochondrielle 128 rDNA PCR

Es wurden erprobte mitochondrielle 12S rDNA Primer in eine PCR eingesetzt und ein
Sequenzabschnitt von 280 Bp amplifiziert. Im Gegensatz zu den Mikrosatelliten wurde
sowohl das 5°-Ende des Sense- als auch des Antisense-Primers mit den Fluoreszenzfarbstof-
fen fam bzw. hex (Big dye, Perkin Elmer) markiert, wobei sex im Vergleich zu fam eine um
50 % reduzierte Empfindlichkeit aufweist. Die Konzentration der PCR-Reagenzien entsprach
denen bei der Mikrosatelliten-Analyse. Nach einer Anfangsdenaturierung von 2 min bei
95 °C, wurde der folgende Cyclus, 45 sec bei 95 °C, 1 min bei 53 °C und 1 min bei 72 °C 30
mal wiederholt und die PCR nach einer Extension von 15 min bei 72 °C auf 4 °C gekiihlt und

beendet.
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Die Thermocycler verschiedener Hersteller konnen sich in Temperaturregelungen und
-wechsel (ramping time) unterscheiden. Daher kann es bei der Durchfiihrung einer PCR auf
verschiedenen Gerdten zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen. Die PCR-Bedingungen fiir
die Mikrosatelliten- und mitochondrielle rDNA wurden daher fiir das PCR-Gerit optimiert
auf dem dann alle PCRs durchgefiihrt wurden. Folgende Thermocycler mit heizbaren Deckeln

wurden dazu verwendet:

MJ Research (PTC 100) Dpu 6, Dpu 45, 12S rDNA
ramping time ca. 2 °C/sec

Biometra (Uno II) Dpu 30, Dpu 122
ramping time ca. 4 °C/sec

2.4.2.2 Mikrosatelliten-Analyse

In dieser Arbeit dienen Mikrosatelliten als Marker flir die genetische Variation in einer

Daphnien-Populationen im Belauer See. In|Abbildung 2.4 ist die Mikrosatelliten-Analyse

schematisch dargestellt. Der Mikrosatelliten-Analyse geht eine PCR voraus, in der Primer an
konservierte Sequenzen binden, von denen die Mikrosatelliten umgeben sind. Ein Vorteil
dieser Analyse ist, da3 Primer, die fiir ein Taxon entwickelt wurden auch fiir andere Taxa
angewendet werden konnen. Die Zielsequenzen werden mittels PCR vervielfaltigt und mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die markierten PCR-Produkte werden dann
in Abhidngigkeit ihrer Linge durch eine Gelelektrophorese mittels eines automatischen

Sequenzierers aufgetrennt und analysiert.
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a)
Exon I Exon II Exon III Exon IV

GCA repetitive Einheit eines MS

b)
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Gelelektrophorese

Abbildung 2.6 Schema der Mikrosatelliten-Analyse

a) DNA-Strang mit drei Introns, in denen Mikrosatelliten (MS)-Sequenzen enthalten sind.

b) Mikrosatelliten-Analyse. Dargestellt sind die homologen Chromosomen fiir drei MS-Marker, auf
denen sich fiir jedes Individuum eine charakteristische Anzahl von repetitiven Einheiten befindet. Die
MS-Sequenzen werden mit einer PCR amplifiziert und mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die mar-
kierten MS-PCR-Produkte werden dann durch eine Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels eines
automatischen Sequenzierers analysiert. In jeder Spur des Gels befinden sich die drei, mit unter-
schiedlichen Farbstoffen markierten MS-Marker. Es entsteht ein fiir die Individuen A, B und C kenn-
zeichnendes Bandenmuster (Fingerprint).
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Der Mikrosatelliten-Gellauf wurde vorbereitet, indem die individuellen PCR-Produkte
(Dpu 6, Dpu 30, Dpu 45, Dpu 122) zusammengegeben und mit einem Cocktail im Verhéltnis
1:1 gemischt wurden. Der Cocktail enthielt einen Langenstandard. Auf diese Weise war eine

exakte Groflenbestimmung der Mikrosatellitenallele fiir jedes Individuum méoglich.

Mikrosatelliten-Cocktail:

65 % Formamid
8% interner Langenstandard (Genescan'"-350; Rox; Perkin Elmer)
27 % Loading Buffer (mit Glycerin, Dextran Blau, EDTA; Perkin
Elmer)

Die Proben wurden im Anschlufl 2 min bei 90 °C denaturiert und waren auf Eis

gekiihlt fiir mehrere Stunden stabil.

Das Polyacrylamidgel wurde hergestellt, indem zwei Glasplatten (36 cm) nach griindlicher
Reinigung aufeinandergelegt und fixiert wurden. Die Glasplatten wurden durch Plastikspacer
(0,2 mm) voneinander getrennt und die Gellosung mit einer Spritze durch einen Einmal-
Filterhalter (0,2 pum; Schleicher & Schuell) zwischen die Glasplatten gespritzt. Nach 30 min

war das Gel vollstandig polymerisiert. Folgende Losungen und Reagenzien waren notwendig:

Polyacrylamidgel (4,5 %):

9,0¢g Harnstoff

2,5ml TBE-Puffer

2,5ml Gellosung (Long Ranger, FMC)
13,0 ml HPLC-Wasser

Polymerisations-Ausloser:

125 ul 10 % APS (Ammoniumpersulfat)
18 ul TEMED (N-Tetramethylethylendiamin)
Elektrophoresepuffer:
1 x TBE

Nach der Polymerisation wurde das Gel in den Sequenzierer eingebaut und der Elek-

trophoresepuffer zugegeben. Der Gellauf fand bei 50 °C und 3000 V statt.

Die PCR-Produkte der Mikrosatelliten-Loci wurden mittels des Polyacrylamidgels groBBenab-
héngig aufgetrennt und mit einem automatischen Sequenzierer analysiert. Die Fluoreszenz-
farbstoffe, mit denen die PCR-Produkte und der Langenstandard markiert waren, wurden mit

einem Laser angeregt und die vier photometrisch erfabaren Einzelsignale registriert. Die
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Daten wurden direkt wihrend der gelelektrophoretischen Trennung auf einem Apple
Macintosh Power PC erfalit und mit Hilfe der GeneScan-Analyse-Software (Perkin Elmer)
analysiert. Fiir die Auflosung der Mikrosatelliten-Allele ist die Trennschérfe einer Agarose-
gelelektrophorese nicht ausreichend. Gele aus Agarose erlauben eine Trennung von Frag-
menten mit einer Linge von 70 Bp bis 50 kb. Dagegen erfordern die in dieser Arbeit analy-
sierten Mikrosatelliten-Loci aufgrund der geringen Léngenunterschiede bei den Allelen eine

grofBere Trennschirfe (Tabelle 2.2), die mit einem Polyacrylamidgel erreicht wird.

Die Online Mikrosatelliten-Analyse auf einem automatischen Sequenzierer hat neben der
Nachweismoglichkeit sehr geringer Mengen fluoreszenzmarkierter PCR-Produkte auch den
Vorteil der Zeitersparnis. Da sich die PCR-Produkte der vier Loci entweder in Lange oder im
Absorptionsspektrum ihrer Farbstoffe unterscheiden ([Tabelle 2.2) kann bereits mit einem
Ansatz die Auswertung fiir alle Loci eines Individuums erfolgen. Dabei konnte der Primer
Dpu 30 sogar mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen markiert und die Auftrennung der PCR-Pro-

dukte beider Fluoreszenzfarben verglichen werden.

Tabelle 2.2 Eigenschaften der Mikrosatelliten-Loci

Mikrosatelliten PCR-Produkte
Locus Sequenzmotiv Lange [Bp] Fluoreszenzmarkierung
Dpu 6 (GT)4N5(GT), 121-141 fam
Dpu30 (TG)s(GA), 143-157 ned/hex
Dpu45 (AC) 125-137 hex
Dpu 122 (TTC)N;3(GTT);GT(GTT), 95-104 fam
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2.4.2.3 Analyse mitochondrieller rDNA

Die maternalen Haplotypen einer Art wurden durch die Amplifikation und Analyse von mito-
chondrieller 12S rDNA bestimmt. Mitochondrielle rDNA eignet sich fiir diese Analyse, da sie
in grofer Zahl identischer Kopien vorliegt, nicht rekombinant ist (Brown, 1985;
Wolstenholme, 1992) und zudem eine geringere Variabilitidt als Mikrosatelliten aufweist
(Sunnuks, 2000). Die Analyse wurde mit Hilfe eines Einzelstrang-Konformations-Polymor-
phismus (Single Strand Conformation Polymorphism, SSCP) durchgefiihrt. Bei der SSCP-
Analyse werden beide Einzelstringe eines DNA-Fragmentes in Abhdngigkeit von ihrer drei-
dimensionalen Konformation, die durch die Nukleotidsequenz bedingt ist, unter nicht denatu-
rierenden Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt. Fiir die Mikrosatelliten- und SSCP-
Analysen standen ab Mai’99 automatische Sequenzierer zur Verfligung. Vor dieser Zeit
wurde mit anderen Techniken gearbeitet, die im Folgenden fiir die SSCP-Analyse auch darge-

stellt werden und einen Methodenvergleich ermdglichen.

SSCP-Analyse mit fluoreszenzmarkierten PCR-Produkten

Die SSCP-Analyse wurde ebenso wie die Mikrosatelliten-Analyse auf einem automatischen
Sequenzierer (ABI 310) durchgefiihrt. Im Unterschied zum ABI 377 handelt es sich bei dem
ABI 310 um ein Kapillarelektrophorese System. Bei dieser Methode werden die Proben durch
eine mit Polymer gefiillte Kapillare aufgetrennt. Auch in diesem System werden die Fluores-
zenzfarbstoffe durch einen Laser angeregt und die Signale bei der elektrophoretischen Tren-
nung erfalt, auf einem Apple Mcintosh Power PC aufgezeichnet und mit der GeneScan-

Analyse-Software (Perkin Elmer) ausgewertet.

Fiir die Kapillarelektrophorese wurden die PCR-Produkte (0,5-1,0 ul) zunichst in speziellen
500-pl-Reaktionsgefalien (Perkin Elmer) mit einem SSCP-Cocktail luftblasenfrei gemischt.
Zu jeder Probe wurde mit dem Cocktail ein interner Léngenstandard zugefiigt. Im Anschluf3
wurde der Ansatz fiir 5 min bei 95 °C denaturiert und auf Eis gekiihlt. Die Proben wurden
einzeln 30 min bei 30 °C mit 12 kV in einer mit Polymer gefiillten Kapillare {iber eine Strecke
von 47 cm aufgetrennt. Die Migrationsfolge der DNA-Fragmente der PCR-Produkte sowie
des internen Liangenstandards war nicht unbedingt Langenkonform. Die denaturierte, einzel-
stringige DNA des Langenstandards nimmt ebenso wie die Proben eine dreidimensionale
Konformationen an, die auf die genaue Basenfolge zuriickzufiihren ist. Ein Unterschied von

einer Base kann bereits zu unterscheidbaren Konformationen fiihren. Der Langenstandard
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ermoglicht daher den Vergleich von Migrationsraten und nicht von Grofen. Folgende Chemi-

kalien und Losungen wurden verwendet:

SSCP-Cocktail :
7,2 ul Formamid
0,4 ul NaOH
0,4 ul interner Langenstandard (Genescan'-350, Rox; Perkin Elmer)

Polymer fiir die Kapillare:
14,3 g GeneScan Polymer (7 % w/w, Perkin Elmer)
2,0 g Glycerol
2,0g 10x TBE
auf 20 g mit HPLC-Wasser auffiillen.

Das Polymer wurde vor Gebrauch sterilfiltriert (0,2 um).

SSCP-Analyse mit radioaktiv markierten PCR-Produkten

Auch fiir die radioaktive Analyse war die PCR der Ausgangspunkt. Fiir die radioaktiven
Analysen stand ein Thermocycler zur Verfiigung, auf dem alle PCRs durchgefiihrt wurden.
Aus Sicherheitsgriinden wurden alle Ansétze hinter Plexiglas angesetzt. Die SSCP-Analyse
wurde anfangs mit 732P-ATP durchgefiihrt. Spater wurden die 12S rDNA PCR-Produkte mit
733P-ATP markiert. Die Markierung mit y 3P_ATP hatte den Vorteil einer geringeren Strah-
lung und schérferer Banden. Vor der PCR wurden Sense- und Antisense-Stringe der Primer
radioaktiv markiert. Der PCR-Ansatz entsprach dem in Abschnitt P.4.2.1]aufgefiihrten PCR-
Protokoll mit dem einzigen Unterschied, dal radioaktiv markierte Primer verwendet wurden.
Die gekiihlten PCR-Produkte wurden mit Stop-Puffer (1:1) vermischt und bei 95 °C 15 min
denaturiert, um einzelstringige DNA zu erhalten. Danach wurden die Proben gekiihlt und auf
ein natives Polyacrylamidgel (45 cm, Bio-Rad) aufgetragen. Die Proben wurden 12 h bei
7 Watt aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde 0,5 x TBE-Puffer verwendet. Nach dem Lauf
wurden die Glasplatten vorsichtig hinter einem Plexiglas-Schutzschild so gedftnet, dal das
Gel auf einer Platte anhaftete und dann in eine Fixierlosung liberfiihrt werden konnte. Das Gel
wurde nach der Fixierung auf Whatman-Papier (Schleicher & Schuell) geblottet und fiir 2 h
bei 80 °C im Vakuumtrockner (Bio-Rad) gelassen. Das getrocknete Gel wurde in einer
Rontgenkassette auf einen empfindlichen Rontgenfilm (RX, Fuji) gelegt. Die radioaktiv
markierten PCR-Produkte wurden iiber die Schwérzung der hochempfindlichen Filmemul-
sion, die von der ionisierenden Strahlung verursacht wurde, nachgewiesen. Die Inkubations-

zeit betrug je nach Stdrke der Banden zwischen 2 und 5 Tagen. Der Rontgenfilm wurde 5 min
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entwickelt, 2 min fixiert und anschlieBend getrocknet. Die folgenden Reaktionsansitze und

Losungen waren dazu erforderlich:

Radioaktive Markierung je Primer (fiir 60 Reaktionen):
3,00 pl 10 x Puffer (one phorall, Pharmacia)
7,50 ul Primer (10 uM)
4,50 pul v**P-ATP bzw. y *P-ATP
2,25 ul T4 Phophonukleotid-Kinase (9,3 U/ul; Pharmacia)
12,75 pl HPLC-Wasser.

Der Cocktail wurde 1,5 h bei 37 °C inkubiert. Im Anschlu3 wurde das Enzym 10 min
bei 95 °C deaktiviert.

Stop-Puffer:

50,00 ml Formamid (deionisiert)
18,60 g EDTA
0,13 ¢g Bromphenolblau
0,13 ¢ Xylen Cyanol
Acrylamidgel-Stammldsung (40 %):
145 g Acrylamid (19:1)
S5¢g Methylenbisacrylamid
375 ml HPLC-Wasser
natives Polyacrylamidgel (7 %):
5ml 10 x TBE-Puffer
5 ml Glycerol
17 ml Acrylamidlosung (40 %)
75 ml HPLC-Wasser
Polymerisations-Ausloser:
55l TEMED (N-Tetramethylethylendiamin)
733 ul 10 % APS (Ammoniumpersulfat)

Die Gellosung wurde vor dem Gie3en durch einen Kaffeefilter filtriert.

Gel-Fixierlosung:

100 ml Methanol

100 ml Eisessig

800 ml dest. Wasser
Filmlésungen

Entwickler (1:5)
Fixierer (1:5)
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SSCP-Analyse mit unmarkierten PCR-Produkten

Daher wurde eine SSCP-Analyse mit unmarkierten PCR-Produkten etabliert, die durch eine
Silberfarbung sichtbar gemacht wurden. Dazu wurden PCR-Produkte wie in Abschnitt
beschrieben hergestellt. Auf einem nativen Polyacrylamidgel mit einer reduzierten Laufldnge
von 16 cm und einer Dicke von 0,2 mm (Protean® II xi Cell, Bio-Rad) wurden die PCR-
Produkte 2 h bei 10 °C und mit 12 W aufgetrennt und durch eine Silberlésung (Bio-Rad)
angefarbt. Bei der Silberfirbung werden Silberionen in einer Gelmatrix durch Komplexbil-
dung an die DNA gebunden. Die nicht komplexierten Silberionen werden durch Waschen
entfernt. Es sind viele Techniken bekannt, die sich im wesentlichen nur in der Zusammenset-
zung der Silbersalz- und Entwicklerldsungen unterscheiden. Dieser Nachweis ist 2-5 mal
empfindlicher als die Anfarbung mit Ethidiumbromid (Abschnitt . Eine Schwierigkeit
besteht allerdings in der Handhabung des sehr diinnen Gels. Die Silberfairbung wurde folgen-

dermallen ausgefiihrt:

1. Das Gel wurde 30 min mit der Fixierlosung I (400 ml) und anschlieBend 15 min in der
Fixierlosung II (400 ml) inkubiert. Die Fixierlosung II wurde erneuert und das Gel
darin fiir weitere 15 min fixiert.

2. Die Fixierlosung wurde verworfen und das Gel 5 min in einer Oxidationslosung
(200 ml) inkubiert und anschlieBend solange mit nano-pure Wasser (6-10 x) gespiilt,
bis die gelbe Farbe der Oxidationslosung vom Gel verschwunden war.

3. Die Silberlosung (200 ml) wurde fiir 20 min zugegeben und verworfen. Das Gel wurde
kurz mit nano-pure Wasser (400 ml) vorsichtig abgespiilt.

4. Die Entwicklungslosung (200 ml) wurde hinzugefiigt und solange einwirken gelassen
(ca. 30-60 sec) bis sich braune Banden abzeichneten. Dieser Vorgang wurde zweimal
fiir jeweils 5 min wiederholt.

5. Die Silberfarbung wurde durch Zugabe der Stoplosung (400 ml) fiir 5 min abgebro-

chen.
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Die Silberfarbung wurde mit dem Gel auf einer Glasplatte unter stindigem Schiitteln durchge-
fiihrt. Fiir die Auswertung wurde das Gel geblottet, im Vakuumtrockner fiir 1 h bei 80 °C

getrocknet und fiir die Auswertung fotografiert.

Die folgenden Losungen wurden verwendet:

Fixierlosung I:

400 ml Methanol
10 ml Essigsédure
500 ml dest. Wasser

Fixierlosung II:

100 ml Ethanol
50 ml Essigsdure
850 ml dest. Wasser
Oxidierlosung:
20 ml Oxidierer
180 ml dest. Wasser
Silberlosung:
20 ml Silber Reagenz
180 ml Wasser
Entwicklungslosung:
192 ¢ Entwickler

bis 600 ml mit dest. Wasser auffiillen

Stoplésung:
50 ml Essigsdure
950 ml dest. Wasser

2.4.2.4 Aufreinigung der mitochondriellen PCR-Produkte und Sequenzierung

Es wurden mitochondrielle 12S rDNA PCR-Produkte sequenziert (SeqlLab, Gottingen), die
gleiche und verschiedene Migrationsraten wihrend der Kapillarelektrophorese (Abschnitt
D.4.2.3) zeigten. Auf diese Weise sollten die Ergebnisse der SSCP-Analyse verifiziert werden.
Diese PCR-Produkte wurden zuvor mit QIAquick Spin® (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Bei
diesem Verfahren werden die PCR-Produkte an eine Siliciumgel-Membran in einer Sdule

adsorbiert. Primer und Verunreinigungen wie z.B. Salze, Enzyme und nicht inkooperierte
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Nukleotide werden mit einem Puffer von der Membran gewaschen. Die hochreine DNA

wurde mit HPLC-Wasser von der Membran eluiert. Es wurde folgendes Protokoll ausgefiihrt:

1.  Zu 50 pl PCR-Produkten wurden 250 pul eines PB-Puffers gegeben.

2. Eine QIAquick-Spin-Sdule mit Membran wurde in einem 2 ml Reaktionsgefal3
plaziert, die Probe auf die Membran pipettiert und fiir 1 min zentrifugiert.

3.  Die Losung im Reaktionsgefdl wurde verworfen.

4.  Zum Waschen wurden 0,75 ml PE-Puffer auf die Saule gegeben und diese fiir 1 min
zentrifugiert.

5. Die Losung im Reaktionsgefil wurde verworfen. Es wurde bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert und die Saule in ein sauberes 1,5 ml Gefal3 tiberfiihrt.

6. Die DNA wurde eluiert indem 50 pl HPLC-Wasser zugegeben wurden, 1 min

inkubiert und die QIAquick Sdule dann fiir ebenfalls 1 min zentrifugiert wurde.

2.4.2.5 Allozym-Analyse

Die genetische Variation einer Population kann neben einer Mikrosatelliten- auch mit einer
Allozym-Analyse bestimmt werden. Bei der Allozym-Analyse werden primdre Genprodukte

(Enzyme) als Indikatoren genetischer Unterschiede verwendet.

Eine unterschiedliche Nukleotidsequenz fiihrt zu gednderten Aminosduresequenzen und in der
Konsequenz zu verschiedenen Sekundérstrukturen von Enzymen. Die Funktionsweise bleibt
dabei unbeeintrichtigt. Daher werden Enzyme, die von einem Genort codiert werden, bei
unterschiedlicher Struktur jedoch gleiche Funktionsweise besitzen, als Allozyme bezeichnet
(Richardson et al., 1986). Durch den Austausch von Aminosduren mit sauren (-COO),
basischen (-NH4") oder neutralen Seitenketten kann sich die Gesamtladung eines Enzyms
dndern. Dies flihrt zu einem unterschiedlichen Wanderverhalten im elektrischen Feld und
daher zur rdumlichen Trennung der Allozyme in Cellulose-Acetat Gelen. Eine Auswertung
des Laufverhaltens von Allozymen setzt die Anfiarbung der Proteine im Gel voraus. Dabei
wird die enzym-spezifische katalytische Aktivitdt fiir den Farbeproze ausgenutzt. Spezifi-
sche Reaktionen in Kombination mit bestimmten Reagenzien fithren zur Farbung eines End-

produktes und ermdglichen eine Auswertung der Banden.
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Wihrend durch die Primérstruktur eines Allozyms die Position der Banden im Gel festgelegt
wird, wird die Zusammensetzung der Bandenmuster im wesentlichen von der Quartarstruktur
bestimmt. Monomere Enzyme, d.h. Enzyme aus einer Untereinheit, zeigen fiir den homozy-
goten, diploiden Organismus eine Bande (A; oder A,), da beide Genkopien identisch sind und
nur ein Allozym produziert werden kann. Fiir den heterozygoten, diploiden Organismus hin-
gegen werden zwei Banden beobachtet (A; und A;), da zwei verschiedene Allozyme produ-
ziert werden. Einige Enzyme treten als Dimere auf, bestehen also aus zwei Untereinheiten.
Fiir diese Allozyme ergeben sich bei einem heterozygoten, diploiden Organismus vier
Kombinationsmoglichkeiten (AjA;, AjAz, AAl, AzA»), die zu drei verschiedenen Banden im
Gel fiihren. Da die Kombinationen A;A; und A,A; dieselben Positionen im Gel einnehmen,
hat diese Bande die doppelte Intensitidt. Bei Allozymen aus mehreren Untereinheiten werden
fiir einen heterozygoten, diploiden Organismus dementsprechend fiir einen Trimer vier und

fiir einen Tetramer flinf Banden exprimiert.

Im Vergleich zur direkten genetischen Analyse unterschétzt die Allozym-Analyse die geneti-
sche Varianz aus zwei Griinden. Es besteht die Mdglichkeit, dal Unterschiede in der Nukleo-
tidsequenz zwar zu einem Aminosiureaustausch nicht jedoch zu einer Ladungsénderung des
Enzyms fiihren. Andererseits ist der genetische Code degeneriert, d.h. verschiedene
Basentripletts codieren fiir die gleiche Aminosdure. Eine Mutation, die eine Base innerhalb
des degenerierten Codes trifft, fiihrt dennoch zur Expression der gleichen Aminoséure. Diese
genetischen Unterschiede konnen somit nicht durch die Allozyme mit einer Elektrophorese

unterschieden werden.

Die Allozym-Analyse bei Daphnia

Die Allozym-Analyse wurde fiir Daphnien aus der Wassersdule des Belauer Sees (Mirz’98)
durchgefiihrt, um die genetischen Variationen mit den Resultaten der Mikrosatelliten-Analyse
vergleichen zu konnen. Fiir einige Daphnien wurden beide Analysen durchgefiihrt. Dazu
wurde diesen Daphnien der Kopf mit einem Skalpell abgetrennt, der dann fiir die Mikrosatel-
liten-Analyse verwendet wurde. Der Torso wurde fiir die Allozym-Analyse eingesetzt.
Ebenso wie fiir die Mikrosatelliten-Analyse wurden vier Loci fiir die Allozym-Analyse unter-
sucht. Beim Aufbau der Analyse und fiir Ansdtze mit der Aldehyd-Oxidase (AO, Enzym
Comission Nummer EC 1.2.3.1), Phosphoglucomutase (PGM, EC 5.4.2.2) und Phosphat-6-
Glucose Isomerase (PGI, EC 5.3.1.9) wurde nach dem Handbuch ,,Methodologies for Allo-
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zyme Analysis Using Cellulose Acetate Electrophoresis® (Hebert & Beaton, 1989) vorgegan-
gen. Die Analyse fiir Glutamatoxaloacetat Transaminase (GOT, EC 2.6.1.1) wurde nach
Angaben von Weider et al. (1996) durchgefiihrt. Frithere Arbeiten (Wolf & Mort, 1986)
haben gezeigt, daB GOT bei D. galeata und D. hyalina fixiert ist, d.h. das f~Allel (fast allel)
ist bei D. galeata und das s-Allel (slow allel) ist bei D. hyalina fixiert. Daher wird GOT fiir
die im Belauer See vorkommenden Daphnia-Arten zur diagnostischen Unterscheidung ver-

wendet.

Die Analyse wurde auf Cellulose-Acetat Platten (Helena Titan III) mit 12 Positionen durchge-
filhrt. Die Daphnien wurden mittels eines Applikators (Super Z-12; Firma Helena Lab) zu
jeweils zwei Reihen von je zehn Tieren aufgetragen. In jeder Reihe wurde als Marker zusétz-
lich das Homogenat eines D. galeata- und das eines D. hyalina-Referenzklons aufgetragen.
Nach der Auftrennung im elektrischen Feld wurden die Enzyme angefarbt und fiir kurze Zeit
bei 37 °C inkubiert, um die Férbereaktion zu beschleunigen. Die Bandenkombinationen
wurden unmittelbar nach der Inkubation der Gele notiert, da bereits nach kurzer Zeit die

Farbintensitdt der Banden abnimmt und die Auswertung der Gele unzuverlassig wird.

2.5 Datenanalyse

Durch die Analyse der molekularen Daten konnten zeitliche Populationsstruktur und geneti-
sche Variabilitit der Daphnien im Belauer See, im Pelagial und im Sediment, dargestellt
werden. Die Berechnung von populationsgenetischen Parametern wurde mit Hilfe von

verschiedenen Computerprogrammen ausgefiihrt.

2.5.1 Genetische Variation

Einfache Parameter fiir die Variation und Diversitit in einer Population sind die Heterozygo-
sitdt (Gleichung 2.1) und die Gendiversitit (Gleichung 2.2). Die Werte fiir diese Parameter
bewegen sich auf einer Scala von 0, alle Individuuen sind gleich, bis 1, alle Individuen sind
unterschiedlich. Diese Parameter wurden mit dem Programm Tools for Population Genetic

Analyses (TFPGA) (Miller, 1997) auf Grundlage folgender Formeln errechnet:
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Die durchschnittliche Heterozygositit (}7 ) von m Loci (/):

ﬁ:iZH, . 2.1)

Die Heterozygositit (H) ist definiert als Anteil der heterozygoten Individuen iiber m Loci.
Die Gendiversitit (D) von m Loci (/):

D=1-—> Yr . (2.2)

1
m- u
Die Gendiversitit wird durch die Quadratsumme der Allelhdufigkeiten gebildet. Dabei ist P,

die Haufigkeit des uten Allels des /ten Locus (Nei, 1978).

Signifikante Unterschiede der Heterozygosititen zwischen Populationen wurden anhand
eines RxC Tests (Row by Column) ermittelt. Zunidchst wurden die Populationen (R) und
Heterozygosititen (C) fiir alle 15 moglichen Kombinationen der vier Mikrosatelliten-Loci
eingegeben. Mit dem Programm Monte aus dem The Restriction Enzyme Analysis Package
(McElroy et al., 1991) wurde eine Monte-Carlo Simulation nach Roff & Bentzen (1989)
durchgefiihrt. Aufgrund der wiederholten Datenrandomisierung wurden zuféllige Chi>-Werte
fiir die simulierten Datenmatrizen ermittelt. Es wurden jeweils 1000 Replikate fiir jede Simu-
lation durchgefithrt. Die Wahrscheinlichkeit einen Chi*-Wert zu erhalten, der dem fiir die

Orginalmatrix entsprach, wurde abgeschétzt.

2.5.2 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE)

Das Hardy-Weinberg Prinzip ist ein idealisiertes Modell, das Genotyp-Verteilungen in einer
Population unter bestimmten Voraussetzungen, wie z.B. sexueller Reproduktion, zufélliger
Paarung und Abwesenheit von Mutations- und Migrationsereignissen, vorhersagt. Abwei-
chungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht HWE konnen als Hinweis gewertet werden,
daB, z.B., selektives Paarungsverhalten oder Selektion auftreten. Mit dem Programm TFPGA
(Miller, 1997) wurde mittels eines Exakten Tests (Haldane, 1954) untersucht, ob Populationen
signifikante Abweichungen vom HWE zeigen. Mit einem sogenannten Replikat-Test (Batch)
wurden die Standardfehler der geschitzten Wahrscheinlichkeiten (p-Werte) berechnet. Nach
Guo & Thompson (1992) gibt es im wesentlichen zwei Moglichkeiten einer Anndherung an
die tatsdachlichen, exakten Wahrscheinlichkeiten: die Markov-Ketten- oder die konventionelle

Monte-Carlo-Methode. In dieser Arbeit wurde die Anndherung mittels der konventionellen
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Monte-Carlo-Methode versucht. Bei dieser Methode werden multiple neue Datensétze zufil-
lig konstruiert, die die gleichen Allelhdufigkeiten haben wie der Orginaldatensatz. Die Wahr-
scheinlichkeit jedes zufillig konstruierten Datensatzes wurde mit der Wahrscheinlichkeit des
Orginaldatensatzes verglichen. Der Anteil der zufillig bestimmten Datensétze, deren Wahr-
scheinlichkeiten kleiner oder gleich der des Orginaldatensatzes war, wurde ermittelt und auf
diese Weise die Signifikanz des Orginaldatensatzes erhalten. Es wurden in der Regel jeweils
10 Replikattests pro Analyse und 1000 Permutationen pro Test durchgefiihrt. Die Analysen
wurden bei hohen Standardfehlern (> 0,01) wiederholt und dabei die Zahl der Permutationen
und Replikattests erhoht. Die klassischen ,,Goodness of fit“ Tests (Chi?, G-test) konnen zu
unverladBlichen Ergebnissen fithren (Miller, 1997), sobald einer oder mehrere Genotypen

selten vorkommen.

2.5.3 Test auf Genkopplung (Linkage Equilibrium)

Es besteht die Moglichkeit, dal Allele verschiedener Loci sich assoziieren und nicht zufillig
sondern gekoppelt, als Kombination (/inked) weitervererbt werden. Dies setzt entweder die
physikalische Nachbarschaft der beiden Loci voraus, was eine Rekombination zwischen
diesen Allelen erschwert oder sogar ausschliefen kann, oder eine Kombination von Genoty-
pen, die, z.B., selektivem Druck ausgesetzt ist. Das Gleichgewicht (linkage equilibrium) bzw.
Ungleichgewicht (linkage disequilibrium) einer Genkopplung wurde mit dem Programm
Arlequin (Schneider et al., 2000) analysiert. Als Null-Hypothese wird angenommen, daf3 die
Genotypen eines Locus unabhdngig von den Genotypen eines anderen Locus sind. Die
Berechnung basiert auf dem Expectation-Maximization (EM) Algorihmus (Dempster et al.,
1977) in Kombination mit einem Permutationstest (Slatkin & Excoffier, 1996).
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2.5.4 Simpson Index

Der Diversitits Index (D) von Simpson (1949) beschreibt die Wahrscheinlichkeit mit der bei
einer Probenahme ein zweites Individuum dieselbe Spezies darstellt wie ein erstes Indivi-
duum. In dieser Arbeit wurde Simpsons Index auf unterschiedliche Klone eines Taxons

anstelle verschiedener Spezies angewendet. Der Index wird folgendermafen berechnet:
C=%p!. (2.3)

wobei Syps (= Sheovacnier) die Gesamtanzahl der Spezies bzw. Klone darstellt und streng
genommen
2
N, (N, -1 N.
pl= N, =D ist, gewohnlich jedoch angenihert wird als: p} =| —- | .
N,(N, -1 N
N; 1st die Anzahl der Individuen der iten Art bzw. des iten Klones und N7 ist der Gesamtzahl

der Individuen in der Probe. Der Index ist dann:

1
D=—. 2.4
C 24

Simpsons Diversitits Index hingt sowohl von der Artenanzahl als auch von der Aquitabilitit
(Equitability) der Individuen ab. Fiir eine gegebene Artenanzahl wird D mit zunehmend
gleichmiBiger Verteilung grofer, bei gleichbleibender Verteilung steigt D mit der Artenan-
zahl. May (1975) zeigte, dal der Index fiir Werte, fiir die S,5 > 10 gilt, stark durch die
zugrundeliegende Verteilung beeinflusst ist.

Die GleichméaBigkeit der Verteilung (£) wird als Anteil eines maximal moglichen Wertes D
angenommen, der erreicht wird, wenn alle Individuen vollstindig gleichmiBig zwischen den
Arten verteilt sind. Daraus folgt: D,,,x=Sess. Die GleichmaBigkeit der Verteilung wird folgen-

dermal3en berechnet:

E= (2.5)

L
C Subs ‘

E nimmt Werte zwischen 0 und 1 an.
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2.5.5 Exakter Test zur Populationsdifferenzierung

Die signifikante Differenzierung von Populationen wird gewdhnlich mit drei statistischen
Verfahren untersucht. Ist lediglich ein Locus vorhanden, kann nur eine Chi’-Statistik berech-
net werden (Workman & Niswander, 1970). Bei mehreren Loci kénnen Chi* und andere
Statistiken mit Permutationsverfahren (Hudson et al., 1992; Roff & Bentzen, 1989) oder ein
95 % Konfidenzintervall einer Fst Abschétzung etabliert werden (Weir & Cockerham, 1984).

Raymond & Rousset (1995) fiihrten ein weiteres Verfahren ein, den Exakten Test fiir Popula-
tionsdifferenzierung. Diese Analyse basiert auf Fischer’s RxC Test (Fisher, 1954) und
bestimmt, ob signifikante Unterschiede in Allelhdufigkeiten zwischen Populationen bestehen.
Der Test analysiert eine Tabelle von R Populationen und C Allelen oder Markern fiir einen
Locus. Dieser Test wurde mit dem Programm TFPGA (Miller, 1997) durchgefiihrt. Das Pro-
gramm verwendet die Markov-Ketten-Methode in Kombination mit einer Monte-Carlo-
Simulation, um eine Anndherung an die exakten Wahrscheinlichkeiten der Differenzen in den
Allelhdufigkeiten zu erhalten. Anstatt alle moglichen Tabellen aufzufithren werden durch die
Markov-Kette sdmtliche mdglichen Félle untersucht. Dazu wird ein sogenannter Random
Walk durch alle Zustdnde der Markov-Kette durchgefiihrt. Auf diese Weise wird die Wahr-
scheinlichkeit abgeschitzt, eine Tabelle zu erhalten, die eine geringere oder gleiche Ahnlich-
keit mit der Konfiguration der Proben hat. Die Verteilung der Wahrscheinlichkeiten wird
unter der Null-Hypothese (H,: keine Differenzierung zwischen Populationen) berechnet, ohne

daB die Verteilung wesentlich von selten auftretenden Allelen beeinfluf3t wird.

Durch die Monte-Carlo-Simulation wird die VerldBlichkeit der Ergebnisse ermittelt. Der
Exakte Test wurde mit 20 Batches und 2000 Permutationen je Batch durchgefiihrt, um den p-
Wert zu schitzen. Bei hohen Standardfehlern (> 0,01) wurde die Analyse mit einer erh6hten

Permutationszahl wiederholt.

2.5.6 Genetische Distanz und Konstruktion genetischer Biume

Hiufig werden Distanzmatrixen erstellt, um phylogenetische Stammbdume zu konstruieren.
In dieser Arbeit wurden genetische Distanzen zwischen verschiedenen Probenahmetagen
ermittelt. Dazu wurde die sogenannte durchschnittliche-Distanz-Methode (unweighted pair-

group method with arithmetic mean; UPGMA) nach Sneath & Sokal (1973) angewendet. Die
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genetischen Distanzen wurden basierend auf den Algorithmen nach Nei (1972) berechnet.
Dieses genetische AbstandsmaB stellt hdufig die Basis fiir populationsgenetische Arbeiten dar.
Es wurde auch in dieser Arbeit verwendet, um vergleichbare Werte zu erhalten. Dem geneti-

schen Abstandsmal} nach Nei (1972) liegen folgende Algorithmen zugrunde:

Die Standard-genetische Distanz (Dy):

D, = —h{%] 2.6)

An einem bestimmten Locus der Populationen X bzw. Y sind x; und y; die Frequenzen eines

iten Allels.

Die UPGMA-Analyse ist eine besondere Form der Cluster-Analyse. Die Voraussetzung, daf3
sich alle Sequenzen mit der gleichen Evolutionsrate entwickeln, muf} erfiillt sein. Ein Baum
(oder Phenogramm) der UPGMA-Analyse wird anhand einer Distanzmatrix erstellt, die aus
paarweisen Distanzen sogenannter operationaler taxonomischer Einheiten (OTUs), wie z.B.
Taxa oder Populationen, gebildet wird. Die Distanzmatrix wird dann nach dem kleinsten
Distanzelement untersucht. Die beiden OTUs, die betroffen sind, werden durch einen Knoten
an einer bestimmten Position auf der Distanzachse verbunden. Die Summe der Astldngen, die
zwei OTUs verbindet, entspricht dem Distanzlevel in der Matrix. Anschliefend werden die
Distanzelemente verbunden, die den zweit-geringsten Distanzlevel aufweisen usw. Die
verbundenen OTUs verlieren ihre individuelle Bedeutung und werden wéhrend der weiteren
Analyse als ein Cluster betrachtet. Als Folge kann z.B. eine OTU C nicht mehr direkt mit
einer OTU A, die Bestandteil des Clusters AB ist, verbunden werden. Das Cluster-Niveau
wird bestimmt durch das arithmetische, ungewichtete Mittel der Distanzen zwischen den
OTUs AC und BC. Der Prozel} ist dann beendet, wenn die letzten beiden Cluster so verbun-
den sind, daB} alle urspriinglichen OTUs enthalten sind.

Die UPGMA-Analyse wurde mit dem Programm TFPGA (Miller, 1997) durchgefiihrt. Das
Programm bietet die Moglichkeit, eine wiederholte Probenahme mit Zuriicklegen (Bootstrap-

ping) durchzufiihren, um die VerldBlichkeit der Ergebnisse zu steigern (Felsenstein, 1985).
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2.5.7 Wright’s F-Statistik

Der fixation-Index F (Wright, 1921) ist ein gebrduchlicher Index fiir die Populationsdifferen-
zierung. In dieser Arbeit wird der Index Fst verwendet, um die Differenzierung der Daphnien-

Population im Belauer See zu untersuchen. Der Index wird folgendermaflen berechnet:

Q2.7)

In Gleichung 2.7 ist der Fsr-Index definiert durch den Anteil der Heterozygositdt der Sub-
populationen (Hp-Hg) an der totalen Heterozygositdt (Hr). Die Fsr-Werte wurden nach Wright
(1978) interpretiert, so dal der Bereich von:

= (0 bis 0,05 eine geringe,
= (0,05 bis 0,15 eine moderate,
= 0,15 bis 0,25 eine grofle und

= {iber 0,25 eine sehr grofle genetische Differenzierung bedeutet.

Die Analysen wurden mit dem TFPGA-Programm durchgefiihrt. Die Varianzen wurden durch
Jackknifing und  Konfidenzintervalle  (90%, 95%, 99%) durch  Bootstrap
(1000 Wiederholungen) geschétzt.

2.5.8 Multivariate Statistik

Bei der multivariaten Statistik werden im Gegensatz zu univariaten Methoden mehrere Varia-
blen (= 2) gleichzeitig in die Analyse miteinbezogen, denen zu Beginn die gleiche Bedeutung
beigemessen wird. In dieser Arbeit wurden zwei Verfahren angewendet, die Prinzipielle-

Komponenten-Analyse und die Multidimensionale-Skalierung.
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2.5.8.1 Prinzipielle-Komponenten-Analyse (PCA)

Die Multivariate Statistik wurde in dieser Arbeit angewendet, um die Populationsstruktur
darzustellen. Die Prinzipielle-Komponenten-Analyse (Principal Components Analysis; PCA)
wurde erstmalig von Pearson (1901) beschrieben und spéter von Hotelling (1933) erweitert.
Die PCA (Gleichung 2.8) reduziert die Anzahl der Variablen X, X», ...., X, und kombiniert
diese, um unkorrelierte Indizes Z, Z,, ..., Z, zu finden. Die Indizes werden auch als prinzi-

pielle Komponenten bezeichnet:

Z1= 311X1+312X2+...+31po (2.8)

Zz = a21X1+a22X2+...+a2po.

Die Koeffizienten a;; werden so gewdhlt, dafl sie moglichst viel von der Variation der X
Variablen représentieren. Die Voraussetzung ist, daB3 die Quadratsumme 1 ergibt. Die unkor-
relierten Indizes bestimmen verschiedene Dimensionen in den Daten. Dabei gilt: var(Z;) =
var(Z,) 2....2 var(Z,), wobei var(Z;) die Varianz von Z; in den Daten darlegt. Ziel der PCA ist
es die Variation in den Daten addquat durch mdglichst wenige Z Variabeln zu beschreiben

(weiterfiihrend s. Manly, 1993).

In dieser Arbeit wurde diese Analyse mit dem Programm PCA-Gen (Goudet, 1999) durchge-
fiihrt, bei dem die untransformierten, genetischen Daten direkt eingegeben werden. Das Pro-
gramm errechnet die Zahl der signifikanten Achsen, die globale Differenzierung der Popula-
tionen (Fsr-Werte) nach Wright (1943) sowie die Wahrscheinlichkeit p fiir den Fspr-Wert nach

10000 Randomisierungen.

2.5.8.2 Multidimensionales-Skalieren (MDS)

Multidimensionales-Skalieren (Multidimensional Scaling, MDS) basiert auf einer Matrix von
Distanzen. In dieser Arbeit werden Nei’s (1972) genetische Distanzen verwendet. Anhand der
Distanzen wird eine Graphik konstruiert, welche die Relation der Daten zueinander darstellt.
Diese Graphik kann mehr-dimensional sein, wobei eine Darstellung nach der dritten Dimen-
sion nicht mehr mdglich ist. Die Analyse wurde mit dem Programm Statistika durchgefiihrt.
Dieses Programm nutzt einen Minimierungs-Algorithmus, der die unterschiedlichen Konfigu-

rationen evaluiert, um den goodness of fit zu maximieren.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswahl und Etablierung der genetischen Methoden

Fir diese Arbeit war es erforderlich, sowohl das Taxon als auch die Klone zu bestimmen.
Dazu muflten geringe Mengen DNA ausreichen. Die Auswahl der geeigneten Methoden bzw.
Primer und die Optimierung der Methode war ein wichtiger und zeitaufwendiger Bestandteil

dieser Arbeit.

3.1.1 Methode zur Bestimmung der Haplotypen

Die Haplotypen der mitochondriellen 12S rDNA wurden anhand des SSCP analysiert. Die
amplifizierten Sequenzen wurden mit drei verschiedenen Methoden aufgetrennt und visuali-
siert: 1. mit fluoreszenz-markierten PCR-Produkten, die durch eine Kapillarelektrophorese auf
einem automatischen Sequenzierer aufgetrennt wurden, 2. mit radioaktiv-markierten PCR-
Produkten, die durch eine Autoradiographie sichtbar gemacht wurden, und 3. mit unmarkier-
ten PCR-Produkten, die mit einer Silberlosung angefirbt wurden. Die Ergebnisse der drei
Methoden sind nicht untereinander vergleichbar. Im Verlauf der Arbeit wurde die Methode
mit den fluoreszenz-markierten PCR-Produkten etabliert, da diese die beste Auflésung von
allen Methoden zeigte. Dennoch soll auch kurz auf die anderen beiden Methoden eingegangen

werden.
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3.1.1.1 SSCP-Analyse mit fluoreszenzmarkierten PCR-Produkten

Die SSCP-Analyse wurde durchgefiihrt, um fiir die drei im Belauer See coexistierenden Taxa
die maternalen Linien zu bestimmen. Die effizienteste Methode war die SSCP-Analyse mit
fluoreszenz-markierten PCR-Produkten mittels einer Kapillarelektrophorese (Abschnitt
D.4.2.3). Die PCR-Produkte verschiedener maternaler Haplotypen wurden durch charakteris-

tische Migrationsraten erkannt und waren diagnostisch fiir alle drei Arten. Fiir D. galeata und

D. hyalina wurde jeweils eine maternale Linie gefunden (Abbildung 3.1). D. cucullata

hingegen zeigt Varianz in den mitochondriellen 12S rDNA-Sequenzen. In [Abbildung 3.1|sind

zunidchst vier Haplotypen fiir D. cucullata dargestellt. Die 12S rDNA-Fragmente wurden
forward und reverse sequenziert (siche Anhang), um die VerlaBlichkeit der Ergebnisse nach
der SSCP-Analyse zu iiberpriifen. Der Sequenzvergleich zeigt, da3 die analysierten DNA-
Fragmente der Haplotypen 230/230 und 227/224 identisch waren und sich der Haplotyp
205/220 lediglich durch eine Punktmutation (Position 18) von diesen unterschied. Die
Sequenz des Haplotypen 204/211 weist zahlreiche Mutationen zu den iibrigen D. cucullata
12S rDNA-Sequenzen auf. Diese Ergebnisse wurden durch die Sequenzen mehrerer Indivi-
duen bestdtigt. Auch die Sequenzen der maternalen Haplotypen von D. galeata und
D. hyalina wurden jeweils anhand mehrerer Individuen tiiberpriift. Dabei fiel bei einem
D. hyalina Individuum eine Punktmutation (Position 170) im Vergleich zu den anderen
D. hyalina 12S rDNA-Sequenzen auf, die nicht durch die SSCP-Analyse aufgedeckt wurde.
Das dhnliche Migrationsverhalten der 12S rDNA PCR-Produkte von D. galeata (Ht 194/199)
und D. hyalina (Ht 197/199) wihrend der Kapillarelektrophorese dagegen beruht auf unter-

schiedlichen Sequenzen.
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Abbildung 3.1 SSCP-Analyse mit einer Kapillarelektrophorese

Elektropherogramme von mitochondriellen 12S rDNA PCR-Produkten nach einer SSCP-Analyse fiir
D. galeata (A), D. hyalina (B) und D. cucullata (C). Relativ zu einem internen Langenstandard

(Rox 350) wurden die Migrationsraten der Haplotypen (Ht) nach einer Kapillarelektrophorese ermit-
telt. Den Sequenzen des internen Léngenstandards wurden GroBen zugeordnet, die als Vergleichswerte
fiir die Benennung der Haplotypen dienen. Der jeweils kleinere, griine Peak stellt das mit Zex, der
groBere, blaue das mit fam markierte PCR-Produkt dar.
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Mit dem gleichen Verfahren wurden die maternalen Linien weiterer Daphnia-Arten und
-Klone, die in Kultur gehalten wurden, bestimmt. Auf diese Weise sollte {iberpriift werden, ob
die Haplotypen iiber die getestete Population hinaus diagnostisch sind. Die Ergebnisse der
SSCP-Analyse sind in dargestellt. Die 12S rDNA-Sequenzen von kultivierten
D. galeata- und D. hyalina-Klonen aus anderen Seen zeigen iibereinstimmende Migrations-
raten mit denen der Daphnien aus dem Belauer See. Fiir den D. cucullata-Klon wurde ein
bereits beschriebener maternaler Haplotyp ermittelt. Die maternalen Haplotypen anderer

Daphnien-Arten dagegen zeigen davon eine abweichende und charakteristische Auspragung.

Tabelle 3.1 Bestimmung maternaler Linien einiger Daphnia-Arten

Bezeichnung der maternalen Haplotypen nach einer SSCP-Analyse fiir verschiedene Klone von

D. galeata und D. hyalina sowie fiir jeweils einen Klon weiterer Daphnia-Arten. Die Nummer der
D. galeata- und D. hyalina-Klone ist in Klammern gegeben. Die Haplotypen wurden anhand der mit
fam bzw. hex markierten PCR-Produkte relativ zu den Fragmenten eines internen Langenstandards
(Rox 350) benannt.

Haplot

Daphnia-Art (h e?c /fazg
D. galeata (2) 194/199
D. galeata (13) 194/199
D. hyalina (2) 197/199
D. hyalina (7) 197/199
D. hyalina (10) 197/199
D. cucullata 230/230
D. curvirostris 206/206
D. laevis 219/239
D. rosea 198/199
D. pulex 227/239
D. obtusa 224/227
D. ambigua 204/215
D. middendorfiana  224/224
D. magna 219/224
D. lumholtzi 201/214
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3.1.1.2 SSCP-Analyse mit radioaktiven Isotopen

Die SSCP-Analyse wurde ebenfalls mit radioaktiv-markierten PCR-Produkten durchgefiihrt

(Abschnitt £.4.2.3). In|Abbildung 3.2 sind die Schwiirzungen fiir einzel- und doppelstringige

DNA-Banden zu erkennen. Die beiden Einzelstringe liegen dicht beieinander. Die Banden-
muster fiir D. cucullata, D. galeata und D. hyalina unterscheiden sich nach 12-stiindiger
Laufzeit marginal. Zusétzlich variiert das Laufverhalten der DNA-Fragmente in den einzelnen
Spuren und erschwert die eindeutige Zuordnung der Bandenmuster zu den maternalen
Haplotypen. Aufgrund der umsténdlichen Handhabung und der geringen Auflosung wurde

diese Methode nicht weiter verfolgt.

Abbildung 3.2 SSCP-Analyse mit radioaktiv markierten PCR-Produkten

Der Ausschnitt aus einem Rontgenfilm nach 12-stiindigem Gellauf zeigt die Auftrennung von

12S rDNA-PCR-Produkten, die mit y **P-ATP markiert sind, in dicht beieinander liegende einzel-
strangige- (s1, s2) und Duplex-DNA (d). SSCP-Analysen wurden durchgefiihrt fiir kultivierte

D. hyalina (Spur 1), D. galeata, Klon 13 (Spur 2), D. galeata, Klon 2 (Spur 3), D. cucullata (Spur 4),
negative Kontrolle (Spur 5) und fiir die Daphnien aus dem Belauer See (Mérz *98) D. galeata (Spur 6,
11-12, 15-17) und D. cucullata (Spuren 7-10, 13-14).



Ergebnisse 47

3.1.1.3 SSCP-Analyse nach einer Silberfirbung

Eine weitere Moglichkeit die maternalen Linien zu bestimmen ist eine SSCP-Analyse bei der
unmarkierte PCR-Produkte verwendet werden. Diese konnen nach der Gelelektrophorese mit

einer Silberfarbung sichtbar gemacht werden (Abschnitt 0.4.2.3). In |Abbildung 3.3 ist das

Ergebnis einer solchen Analyse dargestellt. Die beiden Einzelstringe und der Duplex-DNA
Strang, der am weitesten im Gel migriert, sind durch Silberionen angefirbt. Das Banden-
muster ist dhnlich fiir verschiedene Daphnien-Arten (Spur 2-8). Die amplifizierte DNA der
Dauereier ist verhdltnismadBig schwach angefarbt. Diese PCR-Produkte wurden durch zwei
aufeinanderfolgende PCRs hergestellt, wobei das PCR-Produkt der ersten PCR die Ausgangs-
DNA fiir die zweite PCR bildete (Reamplifikation). Diese Methode wurde aufgrund der

geringen Sensibilitédt nicht weiter verfolgt.

Abbildung 3.3 SSCP-Analyse mit unmarkierten PCR-Produkten

Die Abbildung zeigt nach einer 2-stiindigen Gelelektrophorese die Auftrennung von unmar-
kierten 12S rDNA-PCR-Produkten in einzelstringige- (s1, s2) und Duplex-DNA (d). Mit
einer Silberfarbung wurden die PCR-Produkte sichtbar gemacht von D. pulex (Spur 1);

D. galeata (Spur 2, 5, 7), D. hyalina (Spur 3, 4, 6, 8), D. ambigua (Spur 9), D. cucullata
(Spur 10), D. rosea (Spur 11), D. pulex Dauereiern (Spur 12-15), negative Kontrolle (Spur 16)
und von D. lumholtzi (Spur 17).
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3.1.2 Mikrosatelliten-Analyse zur Bestimmung der klonalen Struktur

Fiir die Analyse der klonalen Struktur in einer Population eignen sich Marker, die einen aus-
gepriagten Polymorphismus zeigen. Daher wurde ein Multi-Locus-Genotyping mit Mikro-

satelliten als Marker fiir die genetische Variation etabliert.

3.1.2.1 Auswahl von Mikrosatelliten-Primern

Die Auswahl von Mikrosatelliten-Primern setzt voraus, da3 die Primer erstens homologe
Sequenzen zu der DNA der untersuchten Taxa haben, dall die Mikrosatelliten zweitens poly-
morph und letztlich, daB3 die Loci im Hinblick auf genetische Analysen unabhéngig voneinan-

der vererbt werden.

Zunichst wurde versucht, geeignete Mikrosatelliten-Marker fiir die drei im Belauer See vor-
kommenden Taxa D. cucullata, D. galeata und D. hyalina zu finden. Die Mikrosatelliten-
Loci, die innerhalb dieser Gruppe polymorph waren, wurden dann als genetische Marker aus-
gewahlt. Einige Dpu- und Dma-Mikrosatelliten-Primer, die urspriinglich fiir D. pulex (Subge-
nus Daphnia) und D. magna (Subgenus Ctenodaphnia) entwickelt worden waren, standen zur
Verfiigung. Zudem wurden die Marker auch mit anderen Daphnien-Arten verwendet, um die
Moglichkeit zu iiberpriifen, die Marker als universale Daphnia-Marker einsetzen zu kdnnen.
Zunédchst wurde versucht PCR-Produkte herzustellen und der Amplifikationserfolg mit
Agarosegelen kontrolliert. Anschliefend wurde mittels der automatischen Mikrosatelliten-
Analyse (Abschnitt iiberpriift, ob die Genorte polymorph waren. In sind
PCR-Ergebnisse mit den Dpu-Mikrosatelliten-Primern fiir einige Daphnien-Arten dargestellt.
Auf die Darstellung der PCR-Ergebnisse mit den 11 Dma-Primern wurde verzichtet, da bis
auf D. magna und D. lumholtzi grofitenteils keine PCR-Produkte nachgewiesen werden

konnten.

In ist zu erkennen, daf} die meisten positiven PCR-Ergebnisse mit den Dpu-
Mikrosatelliten-Primern fiir den Subgenus Daphnia erhalten wurden. Mit einer Ausnahme
zeigt D. pulex durchweg positive Ergebnisse, ebenso wie D. middendorfiana und D. obtusa.
Fiir die Daphnien der longispina Gruppe, D. cucullata, D. galeata und D. hyalina, wurden
positive Ergebnisse fiir sechs Mikrosatelliten-Primer erhalten. Insgesamt konnten fiir diesen

Subgenus weniger PCR-Produkte amplifiziert werden. Fiir D. magna konnten lediglich fiir
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fiinf, fiir D. lumholtzi nur fiir einen Mikrosatelliten-Locus PCR-Produkte nachgewiesen wer-

den.

Tabelle 3.2 PCR-Ergebnisse mit Dpu-Mikrosatelliten-Primern

Dargestellt sind die PCR-Ergebnisse mit Dpu-Mikrosatelliten-Primern flir Daphnien-Arten der Subge-
nera Daphnia, Hyalodaphnia und Ctenodaphnia. Das Zeichen (¥v') symbolisiert eine erfolgreiche PCR.
Die PCR-Produkte wurden mit Ethidiumbromid gefirbten Agarosegelen nachgewiesen. Die Aus-
gangs-DNA folgender Daphnien-Arten wurde fiir die PCR verwendet: D. pulex (px), D. pulicaria (pl),
D. middendorfiana (md), D. tenebrosa (tb), D. obtusa (ob), D. ambigua (am), D. longispina (lo),

D. laevis (la), D. curvirostris (cv), D. rosea (ro), D. galeata (ga), D. cucullata (cc), D. hyalina (hy),

D. magna (ma) und D. lumholtzi (Ih). Die Ergebnisse fiir die im Belauer See vorkommenden
Daphnien-Arten wurden mit * gekennzeichnet. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer sind dunkel
unterlegt.

Primer- Daphnia Hyalodaphnia di;f;fnoia
Bezeichnung
px | pl |md| th | ob|am| lo | la | cv | ro|ga*| cc* | hy*|ma| lh
Dpu 6 v IV | IV IV IV I|IVI|IV I IV I IV I IV I IV I IV |V
Dpu 7 vViIivI|Iv IV |V IV |V |V |V v
Dpu 18 VIV IV IV IV IV IV IV |V |V v I vV v |V
Dpu 24
Dpu 25 IR I R v
Dpu 29 VIV | v I v |V v v
Dpu 30 vV IV IV IV IV I IVI|IV I IV I IV |V | IV |V | |IV |V
Dpu 34 ViV v v | Iv | v |V
Dpu 40 IR I R I v
Dpu 45 v | vV | vV |V |V v v | v | vV | V|V
Dpu 46 ViV | v v I Iv | v |V
Dpu 64 R v v v
Dpu 64 F v v v v | vV |V v | v
Dpu 65 IR I R v
Dpu 70 v | v |V v | v v IV IV |V IV |V ]V
Dpu 122 ViV v v IV I V|V |V I IV I IV |V I V]|V
Dpu 161 vV | v |V v v |V
Dpu 162 4 v v v
Dpu 191 ViV Vv v I Iv | v |V
Dpu 192 v IV |V |V |V v IV I IV IV IV | IV |V
Dpu 312 v v v
Dpu 471 ViV v v | Iv | v |V
Dpu 472 vV v |V v ivi|iv i v |V

Die Proben wurden in fiinf Daphnia-Typen unterteilt. Die zyklisch parthenogenetische
Daphnien-Population im Belauer See setzt sich aus Weibchen ohne Eier (), mit Subitan-
eiern (Ws) oder Dauereiern (Wp) und Ménnchen (M) zusammen. Als Weibchen ohne Eier

(Wy) sind die Daphnien gekennzeichnet, die zum Zeitpunkt der Probenahme keinem
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Fortpflanzungs-Modus zugeordnet werden und somit entweder Subitaneier oder Dauereier
produzieren konnten. Weiterhin wurden die Dauereier (D) im Sediment und auf der

Wasseroberfldche mit beriicksichtigt.

Die Loci Dpu 6, 30, 45 und 122 wurden amplifiziert und waren polymorph (. Die
Loci Dpu 70 und 192 wurden zwar innerhalb der D. longispina Gruppe amplifiziert, waren
aber monomorph und daher nicht fiir die Analyse geeignet. Der Locus Dpu 6 zeigt mit insge-
samt 11 Allelen den groBten Polymorphismus, gefolgt von Dpu 30 mit 9, Dpu 45 mit 8 und
Dpu 122 mit 4 Allelen. Die Anzahl der Allele schwankt sowohl bei den Daphnia-Taxa als
auch zwischen den Daphnia-Typen. Bei D. hyalina treten insgesamt 31 der 32 gefundenen
Allele fiir die 4 Loci auf, bei D. galeata 29 und bei D. cucullata 25. Die grofite Anzahl an
unterschiedlichen Allelen wurde bei den Dauereiern (D) und den Weibchen ohne Eier (W)

festgestellt.

Tabelle 3.3 Allel-Polymorphismus der Mikrosatelliten-Loci

Polymorphismus der Mikrosatelliten-Allele dargestellt als Anzahl der Allele pro Locus fiir die drei
Daphnia-Taxa und die jeweiligen Daphnia-Typen: Weibchen ohne Eier (W), mit Subitaneiern (Wy),
mit Dauereiern (Wp), Médnnchen (M) und Dauereier (D). Die Dauereier sind 0 bis etwa 7 Jahre alt und
stammen von der Wasserobfldche, aus der Wassersdule und aus dem Sediment. Die Anzahl (n) der
analysierten Daphnien ist angegeben. (Fiir die genauen Allelbezeichnungen jedes Taxons s. Anhang).

Daphnia Anzahl der Mikrosatelliten-Allele
Taxon Typ n Dpu6 Dpu30 Dpu45S Dpul22 |alle Loci
D. galeata W, 655 9 5 7 2 23
Ws 433 7 6 4 2 19
Wo 62 4 4 4 2 14
M 27 3 2 5 1 11
D 820 9 7 7 3 26
alle 2321 11 8 7 3 29
D. hyalina W, 657 9 6 8 4 27
Ws 369 9 6 5 3 23
Wo 205 6 4 4 1 15
M 430 6 5 5 1 17
D 632 9 7 7 3 26
alle 2489 11 8 8 4 31
D. cucullata W, 533 8 7 5 2 22
Ws 312 8 6 6 2 22
Wo 4 2 3 3 2 10
M 12 2 2 3 3 10
D 213 9 5 6 2 22
alle 1110 9 7 6 3 25
alle Taxa alle 5920 11 9 8 4 32
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Die Allele unterschiedlicher Loci kdnnen unabhingig (/inkage equilibrium) oder abhéngig
voneinander vererbt werden (/inkage disequilibrium). Im letzteren Fall sind die Allele ver-
schiedener Loci nicht unabhéngig verteilt. Ebenso wie beim HWE koénnen die nicht-zufallige
Paarung, Selektionsdruck auf bestimmte Genotyp-Kombinationen oder auch die unmittelbare
Nachbarschaft zweier Gene, die eine Rekombination verhindert oder erschwert, einen Einflul3
auf die Vererbung haben. Fiir populationsgenetische Analysen, wie z.B., die Analyse zur
genetischen Differenzierung von Populationen (Abschnitt , ist eine unabhéngige
Verteilung bzw. die nicht-gekoppelte Vererbung der Allele Voraussetzung.

Anhand der Daphnien, die im Sommer (Mai ’99) und im Herbst (Oktober bis Dezember *99)
aufgesammelt wurden, wurden Abweichungen von der unabhédngigen Vererbung exempla-
risch fiir alle Daphnia-Taxa und -Typen im Belauer See untersucht (. Im Herbst
waren alle D. hyalina- und D. cucullata-Typen vertreten. Allerdings wurden wéhrend der
gesamten Probenahmezeit in den Jahren *98/°99 lediglich 4 D. cucullata mit Dauereiern (Wp)
und 12 Miannchen (M) gefunden. Weiterhin wurden im Herbst zwar einige D. galeata-Ménn-
chen (M) jedoch keine ephippien-tragenden D. galeata-Weibchen (Wp) gefunden. Stellvertre-
tend wurden daher die Daphnien vom Mai ’99 analysiert. Die Ergebnisse zeigen zundchst
grofBtenteils fiir die untersuchten Daphnia-Taxa und -Typen signifikante Abweichungen von
einer unabhédngigen Vererbung. Besonders ausgeprigt zeigt sich dieses Ungleichgewicht fiir

D. cucullata.
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Tabelle 3.4 Analyse zur Genkopplung unter Einbezug aller Individuen

Ergebnisse zur unabhidngigen Vererbung der Allele verschiedener Mikrosatelliten (MS)-Loci fiir die
Daphnia-Typen: Weibchen ohne Eier (W), mit Subitaneiern (Ws), mit Dauereiern (Wp), Méannchen
(M) und Dauereier (D). Gegeben sind die exakten Wahrscheinlichkeiten (p) mit Standardabweichun-
gen. Die Ergebnisse basieren auf einem Permutationstest mit 100.000 Permutationen. Die Abweichung
von der unabhéngigen Vererbung (p < 0,05) ist mit dem Symbol * hervorgehoben; n bezeichnet die

Anzahl der Daphnien.
MS- Abweichung von der unabhéngigen Vererbung
Taxon Loci
W Ws Wb M D
D. galeata  6/30 0,001 + 0* <0,001* <0,001%* 0,276 £ 0,004 0,791 £ 0,001
(n=297) 6/45 <0,001* 0,419 £0,001 0,008 +0,001* 0,781 +£0,002 <0,001*
6/122 1 1 0,138+£0,003 1 1
30/45  0,381+0,002 <0,001 * 0,030 £ 0,001* 0,519+0,004 <0,001*
30/122 1 1 0,019 £ 0* 1 1
45/122 1 1 0,008 £ 0,001* 1 1
D. hyalina  6/30 <0,001* <0,001 * 0,155+0,001 0,589+0,001 <0,001*
(n=1133) 6/45 0,034+ 0,001* 0,05240,001 0,010+ 0* 0,910+ 0,001 <0,001*
6/122 0,650 +0,002 0,413 +0,003 <0,001* 0,155+0,001 <0,001*
30/45 0,001 £ 0* < 0,001 0,470 £ 0,002 0,034+ 0,001* <0,001*
30/122 0,013 £ 0* 0,085+ 0,001 0,012 +0* 0,022 £ 0* 0,102 £ 0,001
45/122 0,084+ 0,002 0,499 +£0,003 0,762 +0,005 0,061 £0,001 0,126 £ 0,001
D. cucullata 6/30 <0,001* <0,001%* 1 1 <0,001*
(n=225) 6/45 <0,001* <0,001%* 1 <0,001%* <0,001*
6/122 <0,001* <0,001* 1 <0,001* <0,001*
30/45  <0,001* <0,001* 0,009 £0,001* 1 <0,001*
30/122 0,008 +0,001* <0,001* 1 1 <0,001*
45/122 <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*

Daphnia reproduziert sich wihrend des groBten Teil des Jahres parthenogenetisch, also
klonal. Dies fiihrte bei D. cucullata dazu, dall bis zu 94 % der Daphnien im Herbst denselben
Klon darstellten. Dieser klonale Einflul wurde in einer weiteren Analyse zur Genkopplung

([Cabelle 3.5) ausgeschaltet, indem jeweils nur ein Vertreter jedes Klons in der Analyse

beriicksichtigt wurde.

Die Ergebnisse zeigen, dal die Mikrosatelliten-Loci-Kombination der D. galeata-Klone fiir
alle Daphnia-Typen unabhédngig vererbt werden. Bei den D. hyalina-Klonen mit Dauereiern
(Wp) weicht die Mikrosatelliten-Loci-Kombination Dpu 6/122 und bei den Dauereiern (D) die
Kombination Dpu 6/45 vom Vererbungs-Gleichgewicht ab. Eine Analyse, bei der die
Daphnien in der sexuellen Phase (Wp; M; D) zusammen betrachtet wurden, ergibt keine signi-

fikanten Abweichungen von einer unabhingigen Vererbung. Ahnliches gilt nach einer Bon-
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ferroni-Korrektur (s. . Die D. cucullata-Klone zeigen bei den Daphnia-Typen und
Mikrosatelliten-Loci-Kombinationen eine unabhéngige Vererbung der Allele verschiedener
Loci. Eine Ausnahme bilden zwar Abweichungen der Kombinationen Dpu 6/30 sowie
Dpu 6/122 bei den Miénnchen (M), jedoch wurden nur wenige D. cucullata-Ménnchen
(n = 12) analysiert. Aufgrund der Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, da3 simtliche

Allele der vier Mikrosatelliten-Loci nicht gekoppelt sind, sondern unabhédngig voneinander

vererbt werden. Dies bildet eine Grundvoraussetzung fiir weitere Analysen.

Tabelle 3.5 Analyse zur Genkopplung unter gleichberechtigter Beriicksichtigung aller Klone

Ergebnisse zur unabhidngigen Vererbung der Allele verschiedener Mikrosatelliten (MS)-Loci fiir die
Daphnia-Typen: Weibchen ohne Eier (W), mit Subitaneiern (W#s), mit Dauereiern (Wp), Méannchen
(M) und Dauereier (D). Fiir die Analyse wurde ein Vertreter jedes Klons eingesetzt. Gegeben sind die
exakten Wahrscheinlichkeiten (p) mit Standardabweichungen. Signifikante Abweichungen von der
unabhéngigen Vererbung (p < 0,05) sind mit dem Symbol * hervorgehoben. Signifikante Abweichun-
gen nach einer Bonferroni-Korrektur der Daphnia-Typen sind fett markiert.

Abweichung von der unabhéngigen Vererbung

MS-
Taxon Loci
/4 Ws Wb M D

D. galeata  6/30 0,343 +£0,002 0,461 +0,002 0,408 +0,008 0,407+0,004 0,817 £0,003
6/45 0,092 +0,002 0,107+0,001 0,565%+0,007 0,980+0,001 0,097 £0,001
6/122 1 1 0,409 £0,008 1 1
30/45 0,498 +0,006 0489+0,005 0,574+0,002 0,503+0,006 0,091+0,003
30/122 1 1 0,057 +0,002 1 1
45/122 1 1 0,093 £0,003 1 1

D. hyalina  6/30 0,097 +0,001 0,126+0,001 0,833+0,002 0,635+0,001 0,091 +£0,002
6/45 0,175 +0,002 0,533+0,003 0,638+0,002 0,903 0,001 0,024+0,001*
6/122 0,966 +0,001 0,892+0,002 0,044+ 0,003* 0,280+ 0,001 0,058 + 0,002
30/45 0,472+0,001 0,483 +0,003 0,726+0,002 0,815+0,001 0,107 +0,003
30/122 0,308 +£ 0,003 0,277 +0,003 0,085+0,003 0,726+ 0,002 0,050+ 0,002
45/122 0,095+0,003 0,888 +0,002 0,794 +0,003 0,167+0,001 0,106+ 0,004

D. cucullata 6/30 0,734+ 0,004 0,410£0,005 1 0,006 +0,001* 1
6/45 1 1 1 0,231 +0,007 1
6/122 0,884 +0,003 0,293+0,007 1 0,006 + 0,001* 1
30/45 1 1 0,146 £ 0,009 0,369+ 0,006 1
30/122 0,585+0,006 0,859+0,004 1 0,287+0,007 1
45/122 1 1 1 0,495 +£0,008 1
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3.1.2.2 Optimierung der Mikrosatelliten-Analyse

In dieser Arbeit wurden sowohl adulte als auch juvenile Daphnien und Eier analysiert. Die
Methode wurde fiir diese drei Gruppen getrennt optimiert. Aufgrund der verschiedenen DNA-
Mengen, die aus den drei Gruppen zur Verfligung standen, wurden die Mikrosatelliten-PCRs

mit unterschiedlichem Erfolg durchgefiihrt.

Der Amplifikationserfolg der vier Mikrosatelliten-Loci Dpu 6, Dpu 30, Dpu 45 und Dpu 122

gestaltete sich unterschiedlich (Abbildung 3.4)). Der Mikrosatelliten-Locus Dpu 30 wurde in

zwei getrennten PCR-Laufen amplifiziert, einmal mit einem /4ex- und einmal mit einem ned-
markierten Primer. Durch diese Replikate konnte die Auswertung iiberpriift werden, da die
Ubereinstimmung beider Farben als Kriterium genutzt wurde. Dies hatte auBerdem zur Folge,
daf} bei den unterschiedlichen Probengruppen mehr als 92 % der Ausgangs-DNA amplifiziert
wurde. Der Locus Dpu 122 mit der geringsten Variabilitdit wurde auch mit dem geringsten
Erfolg (77-92 %) amplifiziert. Der Locus Dpu 45 wurde durchgehend unproblematisch ampli-
fiziert (84-96 %). Der Amplifikationserfolg bei den Dauereiern war grundsitzlich geringer als

bei den adulten und juvenilen Daphnien. Insgesamt wurden mehr als 5900 Daphnien analy-

siert.
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Abbildung 3.4 Amplifikationserfolg bei verschiedenen Daphnia-Klassen

Amplifikationserfolg von vier Mikrosatelliten-Loci fiir Daphnien, die nach den Analyse-Bedingungen
in drei Gruppen eingeteilt wurden: adulte, juvenile und Eier. Unter den adulten Daphnien sind die
Weibchen ohne Eier (W;), Weibchen mit Subitaneiern (Ws) oder Dauereiern (Wp) und die Mannchen
(M) zusammengefafit. Als juvenile Daphnien sind alle Daphnien gekennzeichnet, die aus Dauereiern
geschliipft sind. Die Eier setzen sich {iberwiegend aus Dauereiern (97%) zusammen. Die Anzahl ()
der jeweils untersuchten Daphnien ist angegeben.
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Ein Ziel dieser Arbeit war die genetische Analyse von Dauereiern, in denen eine geringe
Zellzahl und DNA-Menge vorhanden ist. Die VerldBlichkeit der Mikrosatelliten-Analyse
wurde an einem gut kontrollierbaren System getestet, den parthenogenetischen Daphnien mit
Subitaneiern. In den Subitaneiern wird ebenso wie bei Dauereiern nur eine geringe DNA-
Menge erwartet. Aufgrund der parthenogenetischen Entstehung der Subitaneier werden iden-
tische Genotypen flir Miitter und Tochter angenommen. Insgesamt wurden 18 Miitter mit
ihren 2-4 Subitaneiern getrennt analysiert. Dabei zeigte sich, dal3 bei allen Proben identische
Genotypen fiir Miitter und Tochter festgestellt wurden. Somit bestétigte sich sowohl die
Annahme der Parthenogenese als auch die Validitidt der Methode, selbst bei geringen DNA-
Mengen.

3.1.2.3 Einflu3 des Probenumfangs auf die Genauigkeit der genetischen Analyse

Der Einflufl des Probenumfangs auf die genetische Variation wurde untersucht, um die Aus-
sagefdhigkeit der Ergebnisse zu iiberpriifen. Dazu wurde aus den Daten von drei Probe-
nahmetagen eine Grundgesamtheit erzeugt aus der jeweils 12 randomisierte Unterproben von
5 bis 100 Daphnien gebildet wurden. Fiir diese Unterproben wurden die Mittelwerte und
Standardabweichungen fiir die Heterozygositit und Gendiversitdt festgestellt (.
Die groBten Abweichungen vom Mittelwert und die héchsten Standardabweichungen sind bei
den kleinsten Unterproben zu beobachten. Die Standardabweichungen nehmen mit zu-

nehmendem Probenumfang ab.

Fiir D. galeata wurden durchschnittlich 41 Individuen pro Probenahme analysiert. Bei diesem
Probenumfang sind relativ geringe Standardabweichungen fiir die Heterozygositit (+ 0,016)
und Gendiversitdt (+0,021) zu erwarten. Auch fiir D. hyalina sind bei einer durchschnitt-
lichen Probenahmegrofe von 55 Individuen geringe Standardabweichungen fiir die Heterozy-
gositdt (= 0,018) und Gendiversitét (= 0,016) zu beobachten. Fiir D. cucullata-Proben, die mit
durchschnittlich 31 Individuen einen geringeren Probenumfang haben, sind dagegen grof3ere
Standardabweichungen fiir die Heterozygositit (+0,057) und Gendiversitit (+0,044) zu

erkennen.
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3.1.2.4 Vergleich von Allozym- und Mikrosatelliten-Analyse

Die genetische Variation von Daphnien im Friihling (Mirz ’98) im Belauer See wurde sowohl
durch eine Allozym- als auch durch eine Mikrosatelliten-Analyse untersucht. Einerseits wur-
den Daphnien aus einer Probe entweder direkt in die Allozym-Analyse eingesetzt oder fiir die
Mikrosatelliten-Analyse vorbereitet. Andererseits wurden bei einigen Daphnien beide Analy-
sen gleichzeitig durchgefiihrt, so daB fiir einzelne Daphnien Daten beider Analysen vorlagen.
Exemplarisch sind die Ergebnisse fiir D. galeata dargestellt. In sind die Allelfre-
quenzen ( /) nach der Allozym- und Mikrosatelliten-Analyse abgebildet. Die Allozym-Loci
werden durch insgesamt 10, die Mikrosatelliten-Loci, trotz geringerer Probengréf3e, durch 16
Allele représentiert. Der Locus GOT ist fiir D. galeata fixiert und diagnostisch fiir die Art (s.
Abschnitt . Der Locus PGM zeigt mit 4 Allelen den grofiten Polymorphismus bei den
Allozym-Markern. Dennoch dominiert ein Allel (> 0,6). Die Dominanz eines Allels ist auch
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fiir die anderen Allozym-Loci charakteristisch. Bei der Mikrosatelliten-Analyse ist Dpu 6 der
Locus mit der groBiten Anzahl an Allelen. Bei D. galeata kénnen 5 Allele registriert werden.
Fiir den Locus Dpu 122 dominiert eines der beiden Allele (f=0,78) und beim Locus Dpu 45
tritt ebenfalls ein Allel vermehrt ( f=0,5) auf. Dennoch sind die Mikrosatelliten-Allelfre-

quenzen gleichméBiger als die Allozym-Allelfrequenzen verteilt.

Tabelle 3.6 Vergleich von Allelfrequenzen fiir D. galeata

Allelfrequenzen nach Allozym- und Mikrosatelliten-Analysen fiir D. galeata, die im Mérz *98 aus
dem Belauer See aufgesammelt wurden (n = Anzahl der Daphnien). Dargestellt sind die relativen
Mobilitéts-Klassen der Allozyme (slow slow; slow; medium; fast) und die Lange der Mikrosatelliten-
PCR-Produkte.

rel. Allozym- . PCR-  Mikrosatelliten-
Algrel— Allozym Mobiltits-  Allelfrequenz lsv;gﬁ; Produkt  Allelfrequenz

’ Klasse n=38 [Bp] n=21
1 PGM ss 0,020 Dpu 6 121 0,275
2 S 0,094 125 0,175
3 m 0,641 127 0,125
4 f 0,250 135 0,250
5 — — 137 0,175
1 AO s 0,143 Dpu 30 141 0,167
2 m 0,071 147 0,214
3 f 0,786 149 0,143
4 — — 153 0,119
5 — — 155 0,357
1 GOT f 1,000 Dpu 45 125 0,214
2 — — 129 0,214
3 — — 135 0,071
4 — — 137 0,500
1 PGI s 0,211 Dpu 122 98 0,214
2 m 0,790 101 0,786
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In der gleichen Population wurde durch die Mikrosatelliten-Analyse eine groflere Anzahl von
Allelen als durch die Allozym-Analyse ermittelt. Die Auswirkung der unterschiedlichen
Analysen auf die ermittelte genetische Variation der Population wird im folgenden untersucht.
Als Parameter fiir genetische Variation wurden die Heterozygositdt (H) und Gendiversitit (D)
betrachtet. Zudem wurde untersucht, wie sich die Population nach beiden Analyseverfahren

zum Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) verhilt.

In sind die Ergebnisse fiir die genetische Variation zusammenfassend fiir alle und
getrennt flir einzelne Loci dargestellt. Fiir D. galeata werden nach der Mikrosatelliten-Ana-
lyse hohe Werte fiir die Heterozygositdt und Gendiversitit (H = 70; D = 0,70) iiber alle Loci
erzielt, die nach der Allozym-Analyse deutlich geringer ausfallen (H=0,31; D = 0,30). Diese
vergleichsweise niedrigen Werte sind teilweise auf den Locus GOT zuriickzufiihren, der
fixiert ist. Ohne die Beriicksichtigung des Locus GOT ergeben sich hohere Werte (H = 0,41;
D =0,40) als zuvor. AnschlieBend wurde mit dem Programm Monte (Roff & Bentzen, 1989)
anhand einer Monte-Carlo-Simulation in Kombination mit einem Chi*-Test (Abschnitt
iiberpriift, ob die ermittelten Heterozygosititen nach der Allozym-Analyse signifikant gerin-
ger als nach der Mikrosatelliten-Analyse waren. Die Unterschiede zwischen den Heterozy-
gositdten sind signifikant (p < 0,001). Fiir D. galeata stellen die Mikrosatelliten-Loci Dpu 6
und Dpu 30 die genetischen Marker mit den meisten Allelen und der groBten
Variation (H=0,95; D=0,7) dar. Analog dazu ist der Locus PGM bei den Allozymen mit

den meisten Allelen und der groBten genetischen Variation vertreten (H = 0,57; D = 0,52).

Die Uberpriifung auf Abweichung vom HWE zeigt nach der Mikrosatelliten- und Allozym-
Analyse iibereinstimmende Ergebnisse. Jeweils zwei Loci, Dpu 6 und Dpu 30 bei den Mikro-
satelliten sowie PGM und AO bei den Allozymen, befinden sich nicht im HWE. Die verblei-
benden Loci der Mikrosatelliten befinden sich im HWE, ebenso wie der Locus PGI bei den
Allozymen. Der Locus GOT ist durch ein Allel fixiert und daher fiir diese Berechnungen nicht

relevant.
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Einigen Daphnien wurde mit einem Skalpell der Kopf abgetrennt, der fiir die Mikrosatelliten-
Analyse verwendet wurde. Gleichzeitig wurde der Korper fiir die Allozym-Analyse genutzt.
Fiir die Daphnien, an denen beide Marker-Systeme gleichzeitig angewendet wurden, wurden
vergleichbare Ergebnisse fiir die Gendiversitit und Heterozygositit festgestellt wie diese nach
der Anwendung der beiden Marker-Systeme auf unterschiedliche Daphnien erzielt wurden
(. Dies belegt, daB3 die Ergebnisse durch die Analysen und nicht durch die unter-
schiedlichen Proben gegeben sind. Fiir eine getrennte Darstellung waren jedoch zu wenige

Daphnien vorhanden.

Tabelle 3.7 Genetische Variation von D. galeata in einer Friihlingspopulation

Heterozygositit, Gendiversitdt und Abweichungen vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht (HWE) mit
Standardfehlern. Diese Parameter wurden mit Allozym- (A) bzw. Mikrosatelliten-Markern (M) fiir
D. galeata vom Mirz 98 ermittelt. Die Anzahl der Daphnien betrug 38 fiir die Allozym-Analyse und
21 fiir die Mikrosatelliten-Analyse. Das Zeichen * hebt die signifikante Abweichung vom HWE her-
vor.

Heterozygositdt ~ Gendiversitét Abweichung von HWE
A M A M A M

PGM/Dpu 6 0,57 0,95 0,52 0,79 0,020 £ 0,004 * 0,032 £ 0,003 *
AO/Dpu 30 0,29 0,95 0,36 0,76 0,001 £ 0,001 * 0,039 £ 0,009 *
PGI/Dpu 45 0,37 0,62 0,33 0,65 1 1

GOT/Dpu 122 — 043 — 034 — 0,186+ 0,013

tiber alle Loct 0,31 0,73 0,30 0,63

AM
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3.2 Saisonale Entwicklung der genetischen Struktur von Daphnia im Belauer See

3.2.1 Unterteilung der saisonalen Entwicklung anhand der abiotischen Parameter im
Belauer See

Die saisonale Entwicklung im Belauer See wurde anhand der drei abiotischen Parameter

Temperatur-, Sauerstoffsittigung und Sichttiefe des Jahres 1998 (JAbbildung 3.6), in drei

verschiedene saisonale Abschnitte unterteilt, Herbst, Friihling und Sommer.
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E ! Temperatur- und Sauerstoffsittigung im
-% 21 Belauer See fiir das Jahr *98 und und den
E 3 4 Januar ’99 als Contourgraph. Die Sicht-
Q tiefe wurde anhand einer Secchi-Scheibe
D44 ermittelt. (Daten des Okologiezentrums
5 der Christian-Albrecht-Universitét, Kiel)

Die abiotischen Parameter fiir das Jahr *98 wurden freundlicherweise vom Okologiezentrum
der Christian-Albrechts-Universitit (Kiel) bereitgestellt. Da die saisonale Entwicklung in

Norddeutschen Seen auch iiber mehrere Jahre relativ stabil ist (Kreis-Plon, 1998), wird die

saisonale Unterteilung auch als Anhaltspunkt fiir das Jahr 1999 betrachtet. In Abbildung 3.6|

ist zu erkennen, daf3 der See bis zum Mérz Temperaturen um 4 °C aufweist. Bis Ende Mérz ist
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der Belauer See homotherm und zeigt einen orthograden Verlauf der Sauerstoffkurve. In die-
sem Stadium liegen die hochsten Sichttiefen mit 2,5 m ebenfalls im Mirz. Im April beginnt
sich der See zu stratifizieren. Es kommt zur Ausbildung eines stabilen Epilimnions. Die
Sommerstagnation hat bis Ende September bestand. Wahrend dieser Phase sinkt die Sauer-
stoffséttigung im Hypolimnion auf bis zu 3 % ab. Nach der Sommerstagnation ist der See im
November erneut sowohl homotherm als auch der Verlauf der Sauerstoffkurve orthograd. Sie
reduziert sich auf 1,25 m im August und September und nimmt mit Beginn der Zirkulation
wieder zu. Die Sichttiefe erreicht ein Maximum von 4,5 m im Dezember *98. Eine diinne
Eisschicht bedeckte Ende Dezember *98 fiir wenige Tage den Belauer See und im Februar *99
bildete sich eine begehbare Eisdecke fiir etwa 8-10 Tage. Wihrend dieser Zeit konnten keine

Zooplanktonproben entnommen werden.

Anhand dieser Daten wurde die saisonale Entwicklung in drei Abschnitte untergliedert. Der
Herbst und Winter beginnen nach dem Ende der Sommerstagnation (Oktober - Februar). Da
besonders fiir den Winter (Januar - Februar) nur wenige Daten vorliegen, wird der Winter in
den Herbst miteinbezogen. Der Friihling umfat den Zeitraum nach dem Schmelzen der Eis-
decke bis zur Sommerstagnation (Mérz - April). Kennzeichnend fiir den Sommer ist die Sta-
gnation im See (April - Oktober). Dadurch wurde die Population in drei saisonale Gruppen
untergliedert, um den Verlauf der genetischen Variation im Zusammenhang mit der jahres-

zeitlichen Entwicklung im Belauer See zu analysieren.

3.2.2 Saisonale Entwicklung der genetischen Variation der Daphnien im Belauer See

Der Verlauf der genetischen Variation von zyklisch parthenogenetischen Daphnien im
Belauer See wurde untersucht. Daphnien wurden vereinzelt im Jahre 1998 und regelmiBig
1999 aus dem Belauer See entnommen (Abschnitt . Fiir die Population im Belauer See
sind die saisonale Gruppierung (Abschnitt und die Ergebnisse fiir die genetischen

Parameter in [Abbildung 3.7| dargestellt. Der Verlauf von Heterozygositit (H) und Gendiver-

sitdt (D) verhélt sich anndhernd synchron.
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Dezember 99, dabei gibt n die
durchschnittliche Anzahl der Daphnien pro
Probenahmetag an. Probenahmetage, fiir die
weniger als 10 Daphnien eines Taxons in
der Probe gefunden wurden, blieben fiir
dieses Taxon unberiicksichtigt.

Bei D. galeata wurden geringere Mittelwerte fiir die Gendiversitéit (D = 0,4 + 0,07) als fiir die

Heterozygositit (H = 0,51 £ 0,07) ermittelt. Die Ergebnisse fiir die Friihlings-Daphnien vom
Mirz *98 zeigen die hochsten Werte fiir die genetische Variation (H=0,74; D =0,63).

Verglichen dazu ist der Anstieg der Heterozygositit (Hmax = 0,63) fiir die Herbst-Daphnien im

Dezember 99 weniger ausgepragt. Bis auf diese Ausnahmen bewegen sich beide Parameter

ohne bezeichnende Schwankungen um die Mittelwerte.

Fiir D. hyalina ist der Verlauf der Heterozygositit und der Gendiversitidt nahezu identisch.

Vergleichbar mit D. galeata bewegen sich die Kurven ebenso ohne ausgepragte Schwankun-

gen um einen Mittelwert (H= 0,38 =0,07; D=0,36 £+ 0,06). Maximale Werte werden fiir

Daphnien im Januar und Mérz ’99 erzielt, wobei die Gendiversitit hoher (Dp.x = 0,55) als die

Heterozygositét (Hpa. = 0,51) ist.
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Wesentlich ausgeprégtere Schwankungen sind bei D. cucullata zu beobachten. Im August und
November '98 wurde eine sehr geringe Heterozygositiat und Gendiversitit vorgefunden. Bis
zum Sommer nimmt die genetische Variation der Daphnien zu und erreicht im Juni 99
maximale Werte (H = 0,84; D =0,55). Auf diesen Anstieg folgt die Abnahme der Variation,
die erneut im Dezember "99 in duflerst geringer Heterozygositidt und Gendiversitét resultiert.

Im folgenden wird die genetische Variation von D. cucullata néher betrachtet.

Die Population von D. cucullata setzt sich im Belauer See aus drei maternalen Linien, Ht
204/211, 205/220 und 230/230, zusammen (s. Abschnitt[3.1.1.1), die morphologisch nicht zu
unterscheiden sind. Insgesamt wurden 845 D. cucullata untersucht. Der maternale Haplotyp
230/230 macht 67,7 % der analysierten D. cucullata aus, gefolgt von dem Haplotypen
205/220 mit 27,2 %. Im Gegensatz zu diesen beiden Haplotypen wurde der Haplotyp 204/211
mit 5,1 % lediglich gelegentlich in 11 von 27 analysierten Populationen gefunden (
B.8). Die maximalen Heterozygosititen und Gendiversititen (Abbildung 3.9) wurden fiir den
Zeitraum von Mitte April bis Ende Juni ’99 ermittelt, wahrend dessen alle drei maternalen

Linien in den Proben vorgefunden wurden.
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Abbildung 3.8 Anteil der maternalen Linien der D. cucullata-Population

Dargestellt ist die Anzahl der analysierten D. cucullata und der jeweiligen D. cucullata-Haplotypen
(Ht) von November *98 bis Dezember *99.

In [Abbildung 3.9 ist der Verlauf der genetischen Variation der gesamten Population und der
Verlauf in Abwesenheit jeweils eines Haplotyps dargestellt. Die Abbildung zeigt, daB3 fiir
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D. cucullata, die im Zeitraum von Januar bis Oktober 99 aufgesammelt wurden, hdhere
Heterozygosititen und Gendiversititen ermittelt wurden, sobald der Haplotyp 230/230 aus der
Analyse entfernt wurde. Im April wurde sogar der Maximalwert von 1 erreicht, der allerdings
auf wenigen Individuen (n = 8) basierte. Die analysierten Daphnien setzten sich in diesem

Zeitraum groBtenteils aus dem Haplotyp 230/230 zusammen. Die Anzahl der verbliebenen

Daphnien war relativ gering (n < 6; siche dazu auch [Abbildung 3.5). Im Gegensatz zum

Haplotyp 230/230 nahm in diesem Zeitraum die genetische Variation bei Abwesenheit des
Haplotyp 205/220 ab. Die Abwesenheit des seltener auftretenden Haplotyps 204/211 fiihrte zu
einer Abnahme der Heterozygositit und der Gendiversitit. Der Verlauf der genetischen Va-
riation bei D. cucullata zeigt, dafl kein Haplotyp die genetische Variation absolut dominiert.
Dennoch wird klar, daB8 die Verinderung der genetischen Variation nicht auf eine Anderung
in der Haplotyp-Zusammensetzung zuriickzufiihren ist, sondern sich in allen Haplotypen
widerspiegelt. Fiir die genetischen Analysen muf3 daher nicht zwischen den einzelnen mater-

nalen Linien unterschieden werden.
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Abbildung 3.9 Einflufl der maternalen Haplotypen auf die genetische Variation

Die genetische Variation von maternalen D. cucullata-Linien dargestellt von November *98 bis

Dezember ’99. Gezeigt ist die Heterogenitét in Anwesenheit aller und Abwesenheit jeweils eines
Haplotyps (Ht).
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3.2.3 Saisonale Entwicklung der Mikrosatelliten-Allelfrequenzen

In |Abbildung 3.1( sind die Frequenzen der haufigsten Allele ( f.) fiir D. galeata im Unter-

suchungszeitraum dargestellt. Fiir den Locus Dpu 6 ist zu erkennen, dafl Allel 1 im Friihling
und Sommer am hdufigsten ist ( fi.x = 0,48), im Herbst jedoch entweder iiberhaupt nicht, oder
aber mit geringeren Frequenzen ( fmax = 0,19) auftritt. Weniger ausgepragt ist dieser Verlauf
fiir Allel4 zu erkennen. Dieses Allel tritt vorwiegend vom Herbst 98 bis Sommer 99
(fmax = 0,38) auf, wihrend es im Herbst kaum vertreten ist ( fn.x = 0,04). Die Allele 2 und 3
zeigen den umgekehrten Fall. Allel 2 tritt mit hohen Frequenzen im Friihling und im Spét-
Sommer auf ( fmax = 0,61), erreicht im Mittel aber die hoheren Frequenzen und die maximale
Frequenz ( fmax = 0,74) im Herbst. Allel 3 tritt bis zum Herbst’99 mit geringeren Frequenzen
(fmax = 0,16) auf. Im Herbst’99 ist es dann mit deutlich héheren Frequenzen ( fy.x = 0,46)

vertreten. Die Allele 2 und 3 sind im Herbst’99 dominierend.

Fiir den Locus Dpu 30 zeigt Allel 1 ( fmax = 0,42) die hochsten Frequenzen im Friihling und
Sommer und wird bei Daphnien im Herbst mit geringeren Frequenzen ( fia.x =0,18) vorge-
funden. Im Gegensatz dazu zeigt Allel 3 vom Herbst *98 bis zum Sommer ’99 geringere Fre-
quenzen ( fmax = 0,25) und erreicht im Herbst im Mittel die hoheren Werte ( fnax = 0,46).
Allel 2 ist mit den groBiten Frequenzen im Herbst 98 sowie im Herbst’99 ( fnax = 0,68) ver-
treten. Allel 4 ist im gesamten saisonalen Verlauf mit héheren Frequenzen prisent (fmax =

0,55).

Die Loci Dpu 45 und 122 werden vorwiegend durch zwei Allele représentiert, von denen
jeweils eines iiber nahezu den gesamten Untersuchungszeitraum dominant ( f.x = 1) auftritt.
Im Verlauf des Herbstes '99 verringert sich die Frequenz von Allel 1 des Locus Dpu 45
soweit, dall Allel 1 und 2 mit gleichen Frequenzen vorkommen. Der Locus Dpu 122 ist den
grofften Teil des Jahres fiir ein Allel fixiert. Grundsétzlich lassen sich bei D. galeata
Unterschiede in den Allelfrequenzen der vier Mikrosatelliten-Loci vor allem im Friihling und

im Sommer im Vergleich mit den Daphnien im Herbst erkennen.
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Abbildung 3.10 Mikrosatelliten-Allelfrequenzen von D. galeata

Die héufigsten D. galeata-Mikrosatelliten-Allele vom November *98 bis Dezember *99. Insgesamt
sind 9 Allele fiir den Locus Dpu 6, 7 fiir Dpu 30, 7 fiir Dpu 45 und 2 Allele fiir Dpu 122 vorhanden.
Die Lénge der Mikrosatelliten-Allele ist im Anhang aufgefiihrt.
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Die saisonale Verteilung der hdufigsten Mikrosatelliten-Allele bei D. hyalina ist in
Zusammengefaﬁt. Der Locus Dpu 6 wird im saisonalen Verlauf vor allem durch Allel 1
( fmax = 0,88) reprasentiert. Allel 4 erreicht maximale Frequenzen ( fi.x = 0,47) im Herbst 98
und im Friihling *99 und tritt auBBerhalb dieser Zeit in geringen Frequenzen auf. Allel 2 erzielt
die maximale Frequenz ( fyax = 0,27) zu dem einzigen Zeitpunkt, an dem Allel 1 mit stark
verminderter Frequenz vorkommt. Allel 3 ist immer mit geringen Frequenzen vorhanden. Der
Locus Dpu 30 zeigt fiir die Allele 2 ( fmax = 0,46) und 4 ( fimax = 0,19) die grofiten Frequenzen
im spdten Herbst ’98 und im Friihling 99, wéhrend die Allele I (fmax=0,56) und 3
(fmax = 0,47) davor und danach dominieren. Der Verlauf der Allelfrequenzen bei den Loci
Dpu 45 und Dpu 122 ist vergleichbar mit denen bei D. galeata, beide Loci werden von einem

Allel dominiert.
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Abbildung 3.11 Mikrosatelliten-Allelfrequenzen von D. hyalina

Die héufigsten D. hyalina-Mikrosatelliten-Allele vom Oktober "98 bis Dezember ’99. Insgesamt sind
10 Allele fiir den Locus Dpu 6, 7 fiir Dpu 30, 8 fiir Dpu 45 und 4 Allele fiir Dpu 122 vorhanden. Die
Lange der Mikrosatelliten-Allele ist im Anhang aufgefiihrt.
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Die hiufigsten Mikrosatelliten-Allele fiir D. cucullata sind in [Abbildung 3.12|dargestellt. Bei

allen vier Loci dominiert ein Allel (/> 0,5). Im Friihling und im Frith-Sommer nimmt die
Allelfrequenz von Allel 1 ab ( f=0,50-0,67). Die Frequenzen von Allel 1 liegen davor und
danach in der Regel deutlich héher ( /= 0,8 bis 1,0). Dieses Muster beruht nicht auf einem

Wechsel der drei Haplotypen, sondern ist innerhalb der verschiedenen Haplotypen nachvoll-
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Abbildung 3.12 Mikrosatelliten-Allelfrequenzen von D. cucullata

Die héufigsten D. cucullata-Mikrosatelliten-Allele vom Oktober 98 bis Dezember ’99. Insgesamt
sind 8 Allele fiir den Locus Dpu 6, 7 fiir Dpu 30, 6 fiir Dpu 45 und 2 Allele fiir Dpu 122 vorhanden.
Die Lénge der Mikrosatelliten-Allele ist im Anhang aufgefiihrt.

3.2.4 Saisonale Entwicklung der Populationsstruktur

Die Multidimensionale Skalierung (MDS) ermdglicht die graphische Darstellung einer geneti-
schen Distanzmatrix. Die genetischen Distanzen wurden nach Nei (1972) berechnet. Dabei
wurde jede Probenahme einer saisonalen Phase (Abschnitt [3.2.1) zugeordnet. Anhand der

MDS kann die saisonale Entwicklung der Population nachvollzogen werden. Dabei ist zu
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beachten, daB3 die saisonale Einteilung anhand der abiotischen Parameter nur einen Anhalts-
punkt darstellt und unter Umstidnden willkiirlich ist und angepaf3t werden muf3. In
ist die MDS fiir die genetischen Distanzen von D. galeata fiir Probenahmetage vom
Herbst *98 bis zum Herbst *99 dargestellt. Alle D. galeata vom Herbst liegen auf der rechten
Seite, wobei der letzte Sommertag (SII7) auch als erster Herbsttag (HII0) betrachtet werden
kann. Die genetischen Distanzen sind relativ hoch. Im Gegensatz dazu gruppieren sich
D. galeata vom Friihling und Sommer auf der linken Seite und sind genetisch dhnlicher. Dies
wird auch durch den Fsr-Index bestétigt. Eine grofere Differenzierung besteht
zwischen den Daphnien vom Herbst und vom Friihling, sowie vom Sommer. Die Fgp-Werte

zeigen keine Differenzierung zwischen den Daphnien vom Friihling bzw. Sommer’99.
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Abbildung 3.13 MDS-Diagramm fiir D. galeata

MDS-Diagramm fiir D. galeata, die den Jahreszeiten, Frithling (F), Sommer (S), Herbst (H), in den
Jahren *98 (I) und ’99 (II) zugeordnet wurden. Die arabischen Zahlen bezeichnen die Reihenfolge der
Probenahmetage.

Tabelle 3.8 Der Fsr-Index fiir saisonal gruppierte D. galeata

Fsr-Werte fiir saisonal gruppierte D. galeata. Dargestellt sind nach dem Jackknifing-Verfahren die
Mittelwerte und Standardabweichungen, die nach sequentiellem Eliminieren der Loci erhalten wurden.

F ST—IndeX

Friihling *99 Sommer *99 Herbst *98/°99

Friihling *99
Sommer 99 0,002 + 0,001
Herbst °98/°99 0,112+ 0,019 0,129 £ 0,019
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In |Abbildung 3.14 ist ein MDS-Diagramm fiir D. hyalina dargestellt. Alle Proben vom Friih-

ling "99 liegen auf der rechten Seite. Die Daphnien des letzten Herbsttages (HIS) konnen auch
als erster Friihlingsstag (FI10) betrachtet werden. Zwischen den Daphnien im Herbst und den
Daphnien Frithling besteht eine moderate Populationsdifferenzierung (Tabelle 3.9)), wihrend
zwischen den iibrigen Gruppen kaum eine Differenzierung zu erkennen ist. Auch hier sind die

genetischen Distanzen auf der rechten Seite (F) hoher als auf der linken (S, H).
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Abbildung 3.14 MDS-Diagramm fiir D. hyalina

MDS-Diagramm fiir D. hyalina, die den Jahreszeiten, Frithling (F), Sommer (S), Herbst (H), in den
Jahren’98 (I) und "99 (II) zugeordnet wurden. Die arabischen Zahlen kennzeichnen die Reihenfolge
der Probenahmetage.

Tabelle 3.9 Der Fgr-Index fiir saisonal gruppierte D. hyalina

Fsr-Werte fiir saisonal gruppierte D. hyalina. Dargestellt sind nach dem Jackknifing-Verfahren die
Mittelwerte und Standardabweichungen, die nach sequentiellem Eliminieren der Loci erhalten wurden.

F ST—IndeX

Friihling *99 Sommer *99 Herbst *98/°99

Friihling 99
Sommer 99 0,022+ 0,010
Herbst °98/°99 0,083 +£0,032 O
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In |[Abbildung 3.15 ist die Distanzmatrix fiir D. cucullata graphisch dargestellt. Die Proben

vom Friihling liegen gemeinsam mit den Proben vom frithen Sommer (SII1-4) auf der rechten
Seite und zeigen relativ grofle genetische Distanzen. Daphnien vom Herbst und Sommer lie-

gen mit geringer Streuung auf der linken Seite. Die Fsr-Werte (Tabelle 3.10) unterstreichen

diese genetische Ahnlichkeit, bzw. den genetischen Unterschied.
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Abbildung 3.15 MDS-Diagramm fiir D. cucullata

MDS-Diagramm fiir D. cucullata, die den Jahreszeiten, Friihling (F), Sommer (S), Herbst (H), in den

Jahren ’98 (I) und *99 (II) zugeordnet wurden. Die arabischen Zahlen kennzeichnen die Reihenfolge
der Probenahmetage.

Tabelle 3.10 Der Fgr-Index fiir saisonal gruppierte D. cucullata

Fsr-Werte fiir saisonal gruppierte D. cucullata. Dargestellt sind nach dem Jackknifing-Verfahren die
Mittelwerte und Standardabweichungen, die nach sequentiellem Eliminieren der Loci erhalten wurden.
Der Frith-Sommer (SII1-4) und der Spat-Sommer (SII5-11) sind getrennt dargestellt.

Fgr-Index

Friihling 99 Friih-Sommer 99  Spét-Sommer 99  Herbst *98/°99

Friihling *99

Frith-Sommer ’99 0,026 + 0,004

Spat-Sommer '99 0,063 + 0,011 0,181 +0,014

Herbst *98/°99 0,155+0,027 0,326 + 0,030 0,021 = 0,004
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3.3 Die Populationsstruktur von Daphnien wihrend der Phase der sexuellen
Reproduktion

Zu bestimmten Zeiten entwickeln sich Mannchen. Die Produktion von Méannchen leitet den
Zyklus der sexuellen Reproduktion ein. Wihrend dieser Zeit setzt sich die Population aus fiinf
verschiedenen Daphnia-Typen zusammen: Weibchen ohne Eier (7)), Weibchen mit Subita-
neiern (Ws), Weibchen mit Dauereiern (Wp), den Dauereiern im Brutraum (Dy) und den
Minnchen (M). Die Produktion von Ephippien konnte bei D. galeata im Sommer 99 sowie
bei D. hyalina und D. cucullata im Herbst ’99 beobachtet werden. Da fiir D. cucullata nur
eine geringe Anzahl Daphnien zur Verfiigung stand, konzentrieren sich im folgenden die
Untersuchungen zur genetischen Struktur innerhalb der Population auf das Taxon D. galeata

im Mai ’99 und D. hyalina im Herbst *99.

3.3.1 Populationsstruktur von D. galeata im Mai °99

Am 25. Mai 1999 wurden sich sexuell reproduzierende D. galeata aus dem Belauer See ge-
fangen. Zu diesem Zeitpunkt wurden keine Mannchen (M) gefunden. Weder zwei Wochen
davor, noch danach wurden Daphnien mit Dauereiern (Wp) beobachtet. Im selben Zeitraum

trieben Ephippien am Ufer, die aufgesammelt und genetisch analysiert wurden.

3.3.1.1 Anteil der treibenden Ephippien

Nach der Hautung kann das Ephippium absinken oder an die Wasseroberflidche treiben und so
der Verbreitung der Art und Klone dienen. In einem Versuch wurde abgeschétzt, welcher
Anteil der Ephippien an die Wasseroberfliche treibt. Dazu wurden im Mai *99 ephippien-
tragende D. galeata gefangen und einzeln in 50-ml-Kulturgefden kultiviert. Von iiber 100
eingesetzten Daphnien iiberlebten 64. Nach 1 bis 2 Tagen wurde das Ephippium mit der
Héautung abgestoBBen. Der grofite Teil der Ephippien (61 Stiick, 95 %) wurde auf dem Boden
des KulturgefiBBes wiedergefunden. Von den abgesunkenen Ephippien enthielten 3 keine
Dauereier. Nur 3 Ephippien (5 %) trieben an der Oberfldche. In allen treibenden Ephippien
waren Dauereier enthalten. Der Versuch konnte nicht mit weiteren D. galeata wiederholt
werden, da bei darauf folgenden Probenahmen keine ephippien-tragenden D. galeata aufge-

sammelt wurden.
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3.3.1.2 Genetische Variation bei D. galeata

Aus der Population im Belauer See wurden im Mai ’99 alle D. galeata-Typen mit Ausnahme
der Ménnchen (M) aufgesammelt. Aus den Proben wurden sowohl Weibchen ohne (W) und
mit Subitaneiern (Ws) isoliert. Weiterhin wurden Weibchen mit Dauereiern (Wp) analysiert.
Zusatzlich wurden D. galeata-Dauereier aus Ephippien untersucht, die an der Wasseroberfla-

che trieben (Dy). Treibende Dauereier eines anderen Taxons wurden nicht gefunden.

Die Heterozygositit von adulten Daphnien (Wy; Ws; Wp) erreicht maximal 48 % und liegt

damit deutlich iiber einer Heterozygositit von 28 % bei den Dauereiern (Abbildung 3.16),

sowohl bei denen, die aus dem Brutraum (Dy), als auch bei denen, die aus an der
Wasseroberflache treibenden Ephippien (Dy) isoliert wurden. Die Unterschiede in der

Gendiversitit zwischen adulten Daphnien und Dauereiern hingegen sind gering.
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Abbildung 3.16 Genetische Variation von D. galeata im Mai

Genetische Variation von D. galeata-Typen im Mai im Belauer See. Gendiversitit und Heterozygosi-
tiat wurden ermittelt fiir Daphnia ohne Eier (W), mit Subitaneiern (Ws), mit Dauereiern (Wp), fir
Dauereier im Brutraum (Dy) und fiir treibende Dauereier (D).
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3.3.1.3 Einfluf} der sexuellen Reproduktion auf die Heterozygosit:it

Die Dauereier, die sich im Brutraum von Daphnien befinden, und die Dauereier, die an die
Wasseroberfldche treiben, werden getrennt betrachtet. Aufgrund einer Abschétzung (siehe
Abschnitt wird lediglich von 5 % der Dauereier erwartet, dafl diese an die Wasser-
oberfliche treiben. Fiir Dauereier, als sexuell erzeugte Generation, wird eine Ubereinstim-

mung mit dem HWE erwartet.

Die Ergebnisse in zeigen fiir ephippien-tragende Weibchen (#p), bis auf den
Locus Dpu 122, keine Ubereinstimmung mit dem HWE. Dieser Locus ist bei allen Dauereiern
(Dw; Dy) fixiert. Die Dauereier, die aus dem Brutraum isoliert wurden (Dy), weisen nur noch
fiir den Locus Dpu 45 eine signifikante Abweichung vom HWE auf. Die Dauereier, die an der
Wasseroberfldche treiben (D), weichen bei den Loci Dpu 6 und 30 signifikant vom HWE ab.
Obwohl fiir die Dauereier (Dy; Dy) keine vollstindige Ubereinstimmung mit dem HWE erzielt

wird, ndhern sie sich jedoch wie erwartet dem HWE an.

Tabelle 3.11 Abweichung vom HWE bei D. galeata

Wabhrscheinlichkeiten nach einem Exakten Test fiir die Abweichung vom HWE von sich sexuell
reproduzierenden D. galeata und Dauereiern. Durchschnittlich basieren die Berechnungen auf 60
D. galeata mit Dauereiern (Wp), 60 D. galeata Dauereiern vor der Hautung (Dy) und 82 treibenden
D. galeata Dauereiern (Dy). Das Zeichen — symbolisiert einen fixierten Locus und das Symbol *
kennzeichnet die signifikante Abweichung (p < 0,05) vom HWE.

Mikrosatelliten- Abweichung vom HWE

Locus W Dy D,
Dpu 6 < 0,001 * 0,092 + 0,009 0,005 £ 0,001 *
Dpu 30 <0,001 * 0,769 £ 0,010 0,026 £ 0,004 *

Dpu 45 <0,001 * <0,001 * 1
Dpu 122 1 —
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3.3.1.4 Klonale Zusammensetzung in der D. galeata-Population

Die klonale Zusammensetzung der D. galeata-Typen aus der Population im Mai *99 im Pela-
gial (Wy; Ws; Wp; Dy) sowie der treibenden Dauereier (D) und der Dauereier in den Sedi-
mentabschnitten [ bis IV (Dg;-Dspyv; vgl. Abschnitt wurde analysiert. Die klonale
Zusammensetzung soll Aufschluf iiber die Strukturierung innerhalb der Population geben,

insbesondere zwischen treibenden und sinkenden Dauereiern.

Die Klonfrequenzen ( /) der 8 hdufigsten Klone sind in aufgeﬁihrt. Die adulten
D. galeata (Wy; Ws; Wp) der Population unterscheiden sich in der Dominanz einzelner Klone.
Wihrend die Teilpopulation von D. galeata mit Dauereiern (Wp) iliberwiegend von Klon 1
verkorpert wird, treten Klon 5 bei D. galeata ohne Eier (W) sowie die Klone 5 und 7 bei
Daphnien mit Subitaneiern (Ws) am héufigsten auf. Klon 1 hingegen wurde in diesen Teilpo-
pulationen nicht gefunden. Fiir die Dauereier, die aus dem Brutraum der Daphnien isoliert
wurden (Dy), wurde Klon 1 zwar ebenfalls mit der groften Haufigkeit vorgefunden, jedoch
ist der Anteil deutlich geringer als bei den Weibchen mit Dauereiern. Ebenfalls vermehrt tritt
Klon 2 bei den Dauereiern (Dy) auf. Klon 3 wurde nur bei diesen Dauereiern und bei den
Dauereiern im Sediment (Dsy.sryv) beobachtet. Bei den treibenden Dauereiern {iberwiegen die
Klone 2 und 5, Klon 6 ist ebenfalls hiufiger vertreten. Daneben wurde Klon 6 nur noch bei
den Dauereiern beobachtet, diec aus dem Brutraum isoliert wurden. Der Klon 1, der von
besonderer Bedeutung fiir Daphnien mit Dauereiern (Wp) und Dauereier aus dem Brutraum
(Dw) ist, wurde mit einer geringen Frequenz auch bei den treibenden Dauereiern (D;) gefun-
den. Bei Dauereiern im Sediment (Dgs-Dsyv) wurden die Klone 4, 5 und 6, die etwa 28 % der
treibenden Dauereier (D) ausmachen, nicht gefunden. Die iibrigen Klone sind in fast allen
Sedimentabschnitten vertreten, besonders hiufig dabei, die Klone 2, 7 und 8. Alle Klone, die
hiufig im Sediment auftreten, sind auch bei den Dauereiern, die aus dem Brutraum stammen
(Dw), vertreten. Nicht alle diese Klone sind aber auch bei den adulten Daphnien (Wy; Ws; Wp)

prasent.

Bei den treibenden Dauereiern (D;) werden durch 7 Klone 57 % der Daphnien widergespie-
gelt, bei Dauereiern aus dem Brutraum (Dy) sind es 69 % der Daphnien, die durch 8 Klone
verkorpert werden und bei ephippien-tragenden Daphnien (Wp) werden sogar 87 % durch 5

Klone reprisentiert. Diese Weibchen kennzeichnet auch die geringste Anzahl von Klonen.
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Tabelle 3.12 Klonfrequenzen von D. galeata der Mai-Population

Klonfrequenzen der 8 hiufigsten Klone von D. galeata Weibchen ohne Eier (W), Weibchen mit
Subitaneiern (Ws), Weibchen mit Dauereiern (Wp), Mannchen (M) und Dauereiern aus dem Brutraum
(Dw), die aus dem Pelagial gefangen wurden, sowie von an der Wasseroberflache treibende Dauereier
(Dy). Die Klonfrequenzen sind ebenfalls fiir Dauereier der Sedimentabschnitte I bis IV (Dg-Dgpy) aus
zwei Kernen vom Dezember *98 und einem Kern vom Mérz *99 dargestellt. In Klammern angegeben
ist die durchschnittliche Anzahl von Daphnien pro Klon. Dargestellt sind die Klone, fiir die vier
Mikrosatelliten-Loci (Dpu 6, 30, 45, 122) analysiert wurden. Das Zeichen — symbolisiert, daf keine
entsprechenden Klone gefunden wurden.

T Anzahl Frequenz der Klone
yp
Daphnia  Klone 1 2 3 4 5 6 7 8 hX

W 14 g,y | — — — 007 021 — — — 0,29
Ws 19 nma,, | — — — 005 o016 — 016 — 037
Wp 53 10(5,3) | 0,72 0,02 — 0,02 0,09 — 002 — 0,87
Dy 61 23(2,7) | 0,25 0,13 0,08 0,07 0,02 0,02 0,05 0,05 0,69
D, 67 24(2,8) | 0,03 0,13 — 005 0,13 0,10 0,05 0,06 0,57
Dg; 127 55(2,3) | 0,10 0,13 001 — — — 0,17 0,02 043
Dgpy 92 50(1,8) | 0,04 0,08 005 — — — 0,07 0,04 0,28
Dy 84 54(,) | 0,06 0,0 006 — — — 0,10 0,02 033
Dgiv 76 41,y | — o001 003 — — — 015 0,13 0,32

3.3.1.5 Genetische Differenzierung innerhalb der Population

Anhand der Allelfrequenzen wurde die genetische Differenzierung innerhalb der D. galeata-
Population im Mai ermittelt ). Daphnien ohne Eier (W)) und mit Subitaneiern
(Ws) zeigen Ahnlichkeiten bei den Allelfrequenzen. Erwartungsgemil ergibt sich bei den
Weibchen mit Dauereiern und deren Dauereiern ebenfalls keine signifikante Differenzierung.
Die beiden Typen von Dauereiern (Dy; Dy) sind hingegen signifikant voneinander differen-
ziert, ebenso wie die treibenden Dauereier (D) von den ephippien-tragenden Daphnien (Wp)
differenziert sind. Ephippien-tragende Daphnien (Wp) und deren Dauereier (Dy) wiederum
weisen signifikante Unterschiede in den Allelfrequenzen im Vergleich zu Daphnien ohne Eier
(W) und mit Subitaneiern (Ws) auf. Innerhalb der D. galeata-Population ergeben sich 3 Teil-
Gruppen, die genetisch voneinander differenziert sind: Weibchen mit (Ws) und ohne Subitan-
eier (Wy), dauerei-tragende Weibchen (Wp) und deren Dauereier (Dy) und schlieBlich die trei-

benden Dauereier (Dy).
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Tabelle 3.13 Genetische Differenzierung zwischen D. galeata-Typen

Genetische Differenzierung von D. galeata ohne Eier (W), mit Subitaneiern (Ws), mit Dauereiern
(Wp), von Dauereiern aus dem Brutraum (Dy) und von an der Wasseroberflache treibenden
Dauereiern (D,) im Mai’99 nach einem Exakten Test. Das Symbol * kennzeichnet eine signifikante
Differenzierung (p < 0,05).

Genetische Differenzierung von D. galeata

W Ws Wo Dw Dy

Ws 0,1541
W <0,0001 * <0,0001 *
Dy <0,0001 * <0,0001 * 0,5408
D, <0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001* ———

3.3.2 Populationsstruktur von D. hyalina im Herbst *99

Im Herbst 99, am 12. Oktober, wurden neben Daphnien ohne Eier (#}) und mit Subitaneiern
(Ws) auch minnliche Daphnien (M) in der Probe beobachtet. Daneben wurden an weiteren
fiinf Probenahmetagen vom 26. Oktober bis zum 19. Dezember Daphnien mit Dauereiern
(Wp) aufgesammelt. Die Daphnien und jeweils ein Dauerei (Dy) jeder ephippien-tragenden

Daphnie wurden genetisch analysiert.

3.3.2.1 Genetische Variation bei D. hyalina

Die genetische Variation der fiinf D. hyalina-Typen wurde im Herbst 99 anhand der Hetero-

zygositit und der Gendiversitit untersucht. In Abbildung 3.17|ist illustriert, daB8 drei Daphnia-

Typen, Daphnien ohne Eier (W), mit Subitaneiern (Ws) und Miannchen (M), zu Beginn des
Beobachtungszeitraums in der Population einen nahezu identischen Anteil von Heterozygoten
aufweisen. Die Anzahl von heterozygoten Daphnien mit Subitaneiern (Ws) steigt innerhalb
des dargestellten Zeitraumes sukzessive bis zum letzten Probenahmetag an. Diese Daphnien
erreichen die vergleichsweise hochsten Heterozygosititen und liegen deutlich iiber dem
Durchschnitt aller Daphnia-Typen. Im Gegensatz zur Heterozygositit ist bei der Gendiversitit
keine ausgeprigte Verdanderung zu erkennen. Daphnien ohne Eier (W) erreichen am Ende des
Novembers und zu Beginn des Dezembers anndhernd hohe Heterozygositdten wie Daphnien
mit Subitaneiern (Ws). Die Heterozygosititen davor und nach diesem Zeitpunkt sind deutlich

niedriger. Da die Weibchen ohne Eier (#)) sich aus den beiden anderen Gruppen (Ws; Wp)
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zusammensetzen und jeder Anteil unterschiedlich ausfallen kann, konnte die unterschiedliche
Heterozygositdt durch einen jeweilig grolen Anteil der einen oder anderen Weibchen gegeben

sein.

Bei Daphnien ohne Eier (W) wird in der Regel auch die hochste Gendiversitit der Daphnia-
Typen iiber den dargestellten Zeitraum vorgefunden, was wiederum fiir eine Zusammenset-
zung aus den beiden anderen Gruppen (Ws; Wp) spricht. Die Heterozygositdt und Gendiversi-
tat der Méannchen (M) dhnelt im Untersuchungszeitraum denen der Weibchen mit Dauereiern

(Wp) und der Dauereier (Dy).
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Abbildung 3.17 Genetische Variation von D. hyalina im Herbst ws
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Dargestellt sind die genetischen Variationen im Verlauf des Herbstes fiir alle o M

Daphnia-Typen und jeweils fiir Weibchen ohne Eier (Wy; n = 23), Weibchen s Duw
mit Subitaneiern (Ws; n = 20), Weibchen mit Dauereiern (Wp; n = 30),
Mainnchen (M; n = 72) und Dauereier aus dem Brutraum (Dy; n = 60). Die
Anzahl der durchschnittlich analysierten Daphnien pro Probenahmetag ist
durch n angegeben.

Durchschnitt

3.3.2.2 Einflu} der sexuellen Reproduktion auf die Heterozygosit:it

In [Tabelle 3.14] sind die Wahrscheinlichkeiten fiir die Abweichung vom HWE fiir die
D. hyalina-Typen der Herbst-Population dargestellt. Die Weibchen ohne Eier () und mit

Subitaneiern (Ws) zeigen die meisten Abweichungen vom HWE, gefolgt von den Ménnchen
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(M). Dabei sind die meisten Abweichungen fiir die Loci zu verzeichnen, die einen relativ
hohen Polymorphismus zeigen, wie dies fiir die Loci Dpu 6 und Dpu 30 zutreffend ist. Fiir
den Locus Dpu 45 wurden weniger Abweichungen vom HWE gefunden. Der Locus Dpu 122
weist den geringsten Polymorphismus bei teilweise fixierten Allelen auf. Eine Abweichung
vom HWE wurde fiir diesen Locus lediglich einmal bei Weibchen ohne Eier (W) festgestellt.

Am hiufigsten zeigen Weibchen mit Dauereiern (Wp) und die Dauereier (D) Ubereinstim-

mung mit dem HWE.

Tabelle 3.14 Abweichungen vom HWE bei D. hyalina

Abweichung vom HWE bei vier Mikrosatelliten (MS)-Loci von Weibchen ohne Eier (), Weibchen
mit Subitaneiern (Ws), Weibchen mit Dauereiern (Wp), Mannchen (M) und Dauereiern aus dem Brut-
raum (Dy). Dargestellt sind die p-Werte mit Standardfehlern nach einem Exakten Test. Aus dem Frei-
land wurden aus der Population am 12. Oktober 99 keine Daphnien mit Dauereiern oder Dauereier
aufgesammelt (n.a.). Ein fixierter Locus ist mit dem Zeichen — kenntlich gemacht. Signifikante Ab-
weichungen (p < 0,05) vom HWE sind durch das Symbol * hervorgehoben. Signifikante Abweichun-
gen nach einer Bonferroni-Korrektur (p < 0,01) sind fett markiert.

MS- Datum Abweichungen vom HWE fiir D. hyalina-Typen
Locus (1999) W, A W M Dy
Dpu6 12.0kt. 0,282+0,013 1 n.a. 1 n.a.
26. Okt. 0,050+ 0,018* 0,004 £0,001* 1 0,001 £0,001* 0,750+ 0,015
09. Nov. 1 0,736 £0,010 0,081 £ 0,008 0,449+0,010 1
23.Nov. 0,227+0,013 0,001 £ 0* 1 0,480+ 0,019 0,264 +0,016
07. Dez. 0,002 £0,002* 0,002 £ 0,002* 0,005 £0,002* 0,001 £0,001* 0,200 + 0,009
19. Dez. 0,024 £ 0,006* <0,001* 0,671+0,013 <0,001 * 0,646 + 0,020
Dpu30 12.0kt. <0,001* 1 n.a. 0,523 £0,019 n.a.
26. Okt. 0,108 +0,009 0,644+0,010 0,720+0,016 <0,001 * 0,057 £ 0,004
09.Nov. 0,612+0,015 0,021 £0,002* 0,287 +£0,012 1 0,045 + 0,008
23.Nov. 0,022 +0,007* <0,001* 1 0,508 £ 0,012 0,001 +0,001*
07. Dez. 0,001 £0,001* <0,001* 1 0,191 £ 0,004 0,898 £ 0,009
19. Dez. 0,145+£0,009 <0,001* 0,036 £ 0,006* 0,330+ 0,010 0,036 + 0,004*
Dpu45 12.0kt. 0,339+0,017 0,551£0,013 n.a 1 n.a.
26. Okt. 1 0,550 £0,004 0,468 £0,015 0,010%0,003* 0,106 % 0,008
09.Nov. 0,553+0,018 0,186+0,015 0,691+0,013 1 1
23.Nov. 0,632+0,016 0,103+0,009 0,668+0,018 0,693+0,014 0,515+0,011
07. Dez. 0,005+ 0,002* 0,006 +0,003* 0,251+0,016 0,019+ 0,003* 0,003 +0,002*
19. Dez. <0,001 * 0,095+ 0,009 0,404+0,014 0,700+0,015 0,267+0,013
Dpu 122 12.Okt. 1 — n.a. 1 n.a.
26. Okt. 1 1,000+ 0,013 — 1 1
09. Nov. — 1 1 1 1
23.Nov. 0,027 £0,006* — — 1 —
07.Dez. 1 — — 0,115+ 0,008

19.

Dez.

—

1
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3.3.2.3 Klonale Zusammensetzung in der D. hyalina-Population

Die klonale Zusammensetzung von D. hyalina wurde fiir den Herbst 99 untersucht. Dazu
wurden die Frequenzen der sechs hdufigsten Klone fiir die Daphnia-Typen aus sechs Probe-
nahmen vom 12. Oktober bis zum 19. Dezember 99 jeweils zusammengefalit und des weite-
ren die entsprechenden Klonfrequenzen fiir Dauereier im Sediment (Dg; - Dgry) ermittelt
(. Fiir D. hyalina-Méannchen (M) wurden mit 80 zwar die meisten Klone gefun-
den, die durchschnittliche Anzahl von Klonen ist jedoch am geringsten. Die Ergebnisse zei-

gen, daf} bereits wenige Klone einen groB3en Teil der gesamten Population ausmachen.

Die Daphnien, die sich in der sexuellen Phase des Lebenszyklus befinden, d.h. die Weibchen
mit Dauereiern (Wp), die Mannchen (M), sowie die Dauereier selbst (D) werden hauptsidch-
lich durch die Klone 1 bis 3 verkorpert. Daphnien ohne Eier (W) zeigen besonders hohe Fre-
quenzen bei den Klonen 1 und 6, Daphnien mit Subitaneiern (Ws) vor allem bei Klon 6, der
am héufigsten auftritt. Der Klon 6 wurde weder bei Daphnien mit Dauereiern (Wp), Ménn-
chen (M) oder Dauereiern (D), noch bei den Dauereiern im Sediment (Dg-Dgspy) vorgefun-

den.

Tabelle 3.15 Klonfrequenzen von D. hyalina im Herbst

Klonfrequenzen der haufigsten Klone fiir D. hyalina Weibchen ohne Eier (W,), Weibchen mit Subita-
neiern (Ws), Weibchen mit Dauereiern (Wp), Mannchen (M) und Dauereiern aus dem Brutraum (D),
die aus dem Pelagial an 6 Probenahmetagen, vom 12. Oktober bis 19. Dezember’99, gefangen wurden.
Ebenfalls gezeigt sind die Klonfrequenzen fiir Dauereier aus den Sedimentabschnitten I-IV (Dg;-Dgy),
die aus den Kernen vom Dezember 98 und Mérz *99 isoliert wurden. In Klammern gegeben ist die
durchschnittliche Anzahl von Daphnien zu Klonen. Dargestellt sind die Klone, bei denen alle vier
Mikrosatelliten-Loci (Dpu 6, 30, 45, 122) vollstdndig analysiert wurden. Das Zeichen — symbolisiert,
daf keine entsprechenden Klone gefunden wurden.

Anzahl Frequenz der Klone
Typ
Daphnia  Klone 1 2 3 4 5 6 2z

W 120 47 (2,6)| 0,13 0,05 0,06 0,03 0,02 0,14 0,43
Ws 117 39(3,0)| 0,04 0,09 0,04 0,03 0,02 0,28 0,50
Wp 150 36 (4,2)| 0,09 0,21 0,13 0,07 0,05 — 0,55
M 429 80(5,4)| 0,14 0,12 0,10 0,09 0,05 — 0,49
Dy 257 58 (4,4)| 0,08 0,19 0,09 0,09 0,04 — 0,42
Dg; 71 39(1,8)| 0,13 0,09 0,18 0,01 0,03 — 0,44
Dgy 51 28 (1,8)| 0,10 0,20 0,18 0,06 0,02 — 0,55
Dgsm 26 19(1,4)| 0,15 0,08 0,04 0,08 0,04 — 0,39
Dgrv 15 15(1,0)| 0,07 — 0,07 — — — 0,13
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In ist der Verlauf der Frequenzen fiir die sechs héufigsten Klone bei den Weib-
chen mit Subitaneiern (Ws) aufgeschliisselt fiir die einzelnen Probenahmetage. Es ist zu
erkennen, dal3 die Klone 1 bis 5, die wahrend des Beobachtungszeitraums bei allen iibrigen
Daphnia-Typen prasent waren, spétestens nach dem 3. Probenahmetag, am 9. November ’99,
nicht mehr bei den Weibchen mit Subitaneiern (Ws) beobachtet wurden. Die Weibchen mit
Subitaneiern bestehen bis zu 70 % aus einem Klon, der nicht im Sediment nachweisbar ist.
Somit grenzen sich diese Daphnien spétestens nach dem 23. November klar von den Weib-

chen mit Dauereiern (Wp), den Ménnchen (M) und den Dauereiern (Dy; Dg; - Dgpy) ab.

Tabelle 3.16 Klonfrequenzen von D. hyalina-Weibchen mit Subitaneiern im Herbst

Klonfrequenzen der héaufigsten Klone fiir D. hyalina Weibchen mit Subitaneiern (Ws), aufgeschliisselt
fiir sechs Probenahmtage. Dargestellt sind die Klone, bei denen alle vier Mikrosatelliten-Loci (Dpu 6,
30, 45, 122) vollstindig analysiert wurden. Das Zeichen — symbolisiert, da3 keine entsprechenden
Klone gefunden wurden.

Tag Datum  Anzahl Frequenz der Klone

1999 der
Daphnien 1 2 3 4 5 6 z

1 12. Okt. 26 0,08 0,19 0,15 0,12 0,04 0,04 0,58
2 26. Okt. 21 0,10 0,24 0,05 0,05 005 — 043
3 09. Nov. 16 0,06 — — — — 031 038
4 23. Nov. 21 —_ = — — — 0,33 0,33
5 07. Dez. 16 —_ = — — — 0,50 0,50
6 19. Dez. 17 —_ = — — — 0,71 0,71

gesamt 117 0,04 0,09 0,04 0,03 0,02 028 0,50

3.3.2.4 Genetische Differenzierung innerhalb der Population

Die genetische Differenzierung von D. hyalina-Typen zeigt, daB3 in der frithen Herbstpopula-
tion (12. Oktober *99; [abelle 3.17), in der die ersten Ménnchen (M) gefunden wurden, eine
genetische Differenzierung zwischen den Daphnia-Typen zu erkennen ist. Die Ergebnisse fiir
den darauffolgenden Probenahmetag, an dem die ersten Daphnien mit Dauereiern (Wp) und
die ersten Dauereier (Dy) aufgesammelt wurden, spiegeln ein homogenes Bild fiir die
gesamte Population wider. An den nachfolgenden Probenahmetagen zeichnet sich eine
genetische Differenzierung der Weibchen mit Dauereiern (Wp), der Méannchen (M) und der
Dauereier (Dy) gegeniiber den Weibchen ohne Eier (7)) und mit Subitaneiern (Ws) ab. Die

Weibchen mit Dauereiern (Wp), die Ménnchen (M) die Dauereier zeigen keine Unterschiede
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bei den Allelhdufigkeiten zueinander. Diese Ergebnisse deuten auf eine Differenzierung

innerhalb der D. hyalina-Herbstpopulation.

Tabelle 3.17 Differenzierung zwischen Daphnia-Typen

Paarweise genetische Differenzierung von Weibchen ohne Eier (W;), Weibchen mit Subitaneiern (Ws),
Weibchen mit Dauereiern (Wp), Méannchen (M) und Dauereiern aus dem Brutraum (Dy) im Herbst.
Aus dem Freiland wurden am 12. Oktober keine Daphnien mit Dauereiern bzw. Dauereier aufgesam-
melt (n.a.). Das Symbol * kennzeichnet eine signifikante Differenzierung (p < 0,05).

Datum genetische Differenzierung zwischen Daphnia-Typen
(1999) W, Wy o M Dy
12.Okt. W, ——
Tag 1 Ws 0,004 * _—

Wp n.a. n.a. e

M 0,074 0,050 n.a. _—

Dy n.a. n.a. n.a. n.a. o
26. Okt. W, ——

Tag 2 Ws 0,925 _—
Wy 0,277 0,461 —_
M 0,215 0,259 0,953 —_
Dy 0,377 0,256 0,991 0,627 —_

09.Nov. W, ——
Tag 3 Ws 0,024 * e
Wy 0,074 <0,001 ¥ ——
M 0,004 * <0,001 * 0,777 —_
Dy 0,005 * <0,001 * 1 0,334 —_

23.Nov. W, ——
Tag 4 Ws 0,042 * —_—
Wy, <0,001 * <0,001* ——
M <0,001* <0,001* 0,981
Dy <0,001 * <0,001* 0,873 0,279 —

07.Dez. W, ——
Tag 5 ws 0,114 _—
W, <0,001* <0,001* ——
M <0,001* <0,001* 0,068 —_—
Dy <0,001 * <0,001* 0,762 0,077 —

19.Dez. W, ——
Tag 6 Ws 0,002 * e
W, <0,001 * <0,001 * ——
M <0,001* <0,001* 0,424 -
Dy <0,001 * <0,001 * 0,492 0,712 e
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3.3.2.5 Entwicklung der Populationsstruktur im Herbst

Der Verlauf der genetischen Strukturierung in der D. hyalina-Population wihrend des
Herbstes wurde mit der Prinzipiellen-Komponenten-Analyse (Principial Component Analysis;

PCA) dargestellt (Abbildung 3.18)). Die PCA ist eine neuere Analysemdglichkeit und Dar-

stellungsform fiir genetische Daten. In der Graphik ist eine rdumliche Anordnung der
Daphnia-Typen zueinander dargestellt, die an sechs Probenahmetagen (Tag 1 bis 6,
im Herbst aufgesammelt wurden. Insgesamt wird 85,8 % der genetischen Variation
dargestellt, wobei die Abszisse 76,7 % und die Ordinate 9,1 % widerspiegeln.
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Abbildung 3.18 Genetische Variation von D. hyalina wihrend der sexuellen Reproduktions-
Phase

Prinzipielle-Komponenten-Analyse von D. hyalina Weibchen ohne Eier (W), Weibchen mit Subitan-
eiern (Ws), Weibchen mit Dauereiern (Wp), Méannchen (c¢) und Dauereiern aus dem Brutraum (Dy)
wihrend des Herbstes ’99. Die Zahlen kennzeichnen die Reihefolge der sechs Probenahmetage:

12. Okt. (1), 26. Okt. (2), 9. Nov. (3), 23. Nov. (4), 7. Dez. (5) und 19. Dez. (6). Am 1. Probenahmetag
wurden keine Weibchen mit Dauereiern aufgesammelt. Durch die Abszisse werden 76,7 % der Varia-
tion gezeigt, durch die Ordinate 9,1 %.
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Zu Beginn des Herbstes (Tag 1, 2) liegen alle Daphnia-Typen horizontal betrachtet nahe
beieinander. Die Minnchen (M), die Weibchen mit Dauereiern (W) und die Dauereier (Dy)
entfernen sich kaum vom Nullpunkt. Weibchen mit Subitaneiern (Ws) bewegen sich im Ver-
lauf des Herbstes (Tage 1-6) zunehmend vom Zentrum bis zum dufBleren Rand des 1. und II.
Quadranten. Daphnien ohne Subitaneier (W), d.h. mit unbekannter Fortpflanzungsstrategie,
nehmen eine mittlere Position zwischen den Weibchen mit Subitaneiern (Ws) und den iibrigen
Daphnia-Typen ein (Wp; M; Dy). Die genetische Strukturierung in der Population zeichnet

sich mit dem Verlauf des Herbstes zunehmend deutlicher ab.

Anhand der Analyse der genetischen Differenzierung {Tabelle 3.19) ist eine Aussage iiber die
Unterschiede innerhalb eines Daphnia-Typs im Verlauf des Herbstes mdglich. Die Weibchen
ohne Eier (W)) sind genetisch signifikant voneinander differenziert, besonders die der ersten
drei Probenahmetage (12. Okt.-9. Nov.) gegeniiber denen der iibrigen Probenahmetagen
(23. Nov. - 19. Dez.). Die Daphnien, die vom 23. November bis zum 19. Dezember (Tag 4 -
6) aufgesammelt wurden, sind genetisch nicht voneinander verschieden. Bei den Weibchen
mit Subitaneiern (Ws) konnen zwei Gruppen unterschieden werden. Daphnien vom 12. und
26. Oktober (Tag 1 - 2) sind genetisch dhnlich, unterscheiden sich jedoch von denen, die an
den nachfolgenden Probenahmetagen (Tag 3 - 6) gefangen wurden. Weibchen mit Dauereiern
(Wp) bilden eine einheitliche Gruppe und sind zu keinem Zeitpunkt genetisch voneinander
verschieden. Die Ménnchen (M) vom 23. November (Tag 4) sind genetisch sowohl von denen
vom 26. Oktober (Tag 2) und 9. November (Tag 3) als auch von denen vom 7. Dezember
(Tag 5) unterschiedlich. Diese Differenzierung wird auch von den Dauereiern (Dy) gezeigt,
wobei sich zeitversetzt vor allem die Dauereier vom 7. Dezember (Tag 5) von denen der

iibrigen Probenahmetage unterscheiden.
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Tabelle 3.18 Differenzierung im Verlauf des Herbstes bei den verschiedenen Daphnia-Typen

Genetische Differenzierung im Verlauf des Herbstes von Weibchen ohne Eier (W), Weibchen mit
Subitaneiern (Ws), Weibchen mit Dauereiern (Wp), Méannchen (M) und Dauereiern aus dem Brutraum
(Dw). Dargestellt sind nur signifikante Werte (p < 0,05). Am 12. Oktober wurden keine Weibchen mit
Dauereiern und Dauereier aufgesammelt (n.a.).

Typ Tag ]()139%13)1 genetische Differenzierung der Daphnia-Typen
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag5 Tag 6

Wy 1 12. Okt. ——

2 26. Okt. S

3 09. Nov. <0,001

4 23. Nov. 0,029 _

5 07. Dez. 0,033 0,001 < 0,001 e

6 19. Dez. 0,006 0,024 S
Ws 1 12. Okt. —

2 26. Okt.

3 09. Nov. 0,001 0,009 S

4 23. Nov. <0,001 < 0,001 e

5 07. Dez. <0,001 < 0,001 _

6 19. Dez. <0,001 < 0,001 _—
W 1 12. Okt.

2 26. Okt. n.a. o

3 09. Nov. n.a. _

4 23.Nov. n.a. —

5 07.Dez. n.a.

6 19. Dez. n.a.
M 1 12. Okt. —

2 26. Okt. —_—

3 09. Nov.

4 23. Nov. 0,008 0,012

5 07. Dez. 0,001  —

6 19. Dez. E—
Dy 1 12. Okt. —

2 26. Okt. n.a. o

3 09. Nov. n.a.

4 23.Nov. n.a. 0,016

5 07.Dez. n.a. 0,024 0,007 0,003

6 19. Dez. n.a. 0,018 e

Fiir die D. hyalina-Population im Herbst wurden, basierend auf den Algorithmen von Nei

(1972) die genetischen Distanzen errechnet und mittels einer Clusteranalyse (Abbildung 3.19)

dargestellt. Basierend auf anderen Distanzalgorithmen wurden die gleichen Ergebnisse produ-
ziert, die nicht dargestellt werden.

Die UPGMA-Clusteranalyse verdeutlicht die genetische Gruppierung von D. hyalina im
Herbst ’99. Nach der UPGMA-Clusteranalyse sind zwei Gruppen zu erkennen. Eine Gruppe
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(I a) enthilt alle Weibchen mit Dauereiern (Wp), die Dauereier (Dy) und die Méannchen (M).
Weiterhin sind in dieser Gruppe Daphnien (Wy; Ws) vom friihen Herbst, d.h. bis zum 2. bzw.
3. Probenahmetag (I b). Die zweite Gruppe (II) besteht aus Weibchen mit Subitaneiern (Ws)

und ohne Eier (W}), die nach dem 2. bzw. 3. Probenahmetag gefangen wurden.

0,1 Genetische Distanz 0

> 4

o
05 _[Z )

1@
20
Lo
{20
-3@
2@
Lo
40
1.0
- 60
— 60

0,4

0,5

1,0 4 L 39

50
0,7_[ 60

Abbildung 3.19 Clusteranalyse fiir D. hyalina im Herbst

Clusteranalyse fiir D. hyalina Weibchen ohne Eier (W;;@® ) mit Subitaneiern (Ws;@ ), mit Dauereiern
(Wp;0), Miannchen (M;® ) und Dauereiern (Dy;@ ) dargestellt fiir die Probenahmetage 1 - 6 im
Herbst (12. Oktober bis 19. Dezember *99). Zu Beginn des Beobachtungszeitraums wurden keine
Daphnien mit Dauereiern oder Dauereier beobachtet. Angegeben ist fiir die wichtigsten Knotenpunkte
der Anteil gleicher Replikate nach dem Bootstrap. Die Klammern verdeutlichen nur die Zugehorigkeit
der Proben zu Daphnien, die sich nicht oder asexuell (I b; IT) oder die sich bisexuell (I a) fortpflanzten.
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3.4 Dauereier im Sediment und im Spiilsaum

Daphnia-Dauereier, die ins Sediment absinken, kdnnen dort im Diapause-Stadium Monate
und Jahre lebensfdhig tiberdauern. Zu gegebener Zeit kdnnen die Dauereier schliipfen und den
Genpool einer bestehenden Population beeinflussen oder sogar eine neue Population auf-
bauen. Die Bedeutung des Dauerei-Reservoirs flir die Populationsdynamik der Daphnien im

Belauer See soll in den folgenden Kapiteln ndher untersucht werden.

3.4.1 Abundanzen von Dauereiern im Sediment

In Abbildung 3.20|sind die Abundanzen und die Zusammensetzung der Ephippien und Dauer-

eier im Sediment des Belauer Sees dargestellt. Fiir die Analyse wurden insgesamt 3 Sedi-
mentkerne gezogen (Abschnitt . Wihrend eine diinne Eisschicht den Belauer See
bedeckte wurden 2 Sedimentkerne im Dezember *98 gezogen. Im Miérz *99, kurz nach dem
Auftauen der Eisdecke, wurde ein weiterer Sedimentkern gezogen. Da eine jahrliche Sedi-
mentationsrate von 2 cm (£ 0,2 cm) an dieser Stelle im Belauer See gemessen wurde (person-
liche Mitteilung Dr. D. Garbe-Schonberg, Christian-Albrechts-Universitit, Kiel), kann davon
ausgegangen werden, dall der obere Sedimentabschnitt von 2 cm Tiefe anndhernd die Sedi-

mentation im Jahre 1998 widerspiegelt.

Bei der Analyse wurden sowohl Ephippien mit 1 oder 2 Dauereiern als auch leere Ephippien
gefunden. Im Sedimentabschnitt I (obere 2 cm) wurden doppelt so viele Ephippien wie im
Sedimentabschnitt IV (10 - 14 cm) gefunden. Allerdings wurden im Sedimentabschnitt 111
mehr Ephippien als im Sedimentabschnitt II beobachtet. Der Anteil der Ephippien ohne
Dauereier nimmt mit zunehmender Tiefe des Sediments von 35 % auf iiber 50 % zu. Ephip-
pien mit nur einem Dauerei stellen den geringsten Anteil dar, wahrend im Sedimentabschnitt I
in iiber 50 % der Ephippien zwei Dauereier gefunden wurden. Bis zum Sedimentabschnitt [V

reduziert sich dieser Anteil auf 30 %.

Weiterhin wurde die Beschaffenheit der Dauereier untersucht. Dazu wurden die Ephippien
vorsichtig gedffnet und zwischen unversehrten und schadhaften Dauereiern unterschieden.
Als schadhaft wurden die Dauereier angesehen, die ausgetrocknet oder verkiimmert waren,
und daher offensichtlich ein geringes oder kein Potential zum Schliipfen besitzen. Der Anteil

der schadhaften Dauereier betrug 13 % bis 22 %. Die Zahl der jéhrlich produzierten Dauereier
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liegt zwischen 1,1 - 2,4 pro cm?. Dabei nimmt die Zahl der Dauereier nicht stetig ab, sondern

schwankt jahrlich.

Sedimentabschnitt

A B
S || F—o —

Sll | || — e

Sl || b—— [y —

Siv{ T —— ohne Dauerei — —
mmmm it 1 Dauerei 1 unversehrt
—= mit 2 Dauereiern [ schadhaft
j i T T T T T T T T

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 30 00 05 10 15 20 25 3,0 35 4,0

Anzahl der Ephippien Jahr'cm™ Anzahl der Dauereier Jahr'cm™

Abbildung 3.20 Jéihrliche Dauerei-Produktion im Belauer See

Dargestellt sind die mittleren Abundanzen mit Standardabweichungen (r = 3) filir die Zusammenset-
zung von Ephippien (A) und fiir die Anzahl der Dauereier (B) der D. longispina-Gruppe im Sediment
des Belauer Sees. Die Ephippien und Dauereier wurden aus zwei Sedimentkernen vom 22. Dezem-
ber *98 und aus einem vom 2. Mérz 99 isoliert.

3.4.2 GleichmiBigkeit der Verteilung der Dauereier im Sediment

Die Daphnien-Klone stellen die Basis fiir die Berechnung von Simpsons Diversitits Index
(Simpson, 1949) dar. Neben der Diversitit (D) wurde die GleichméBigkeit (£) der Verteilung
der Klone ermittelt. Dabei bedeuten an Null grenzende Werte eine ungleichméfige Verteilung
der Klone, wihrend der maximale Wert von 1 anzeigt, da3 alle Klone gleich haufig vertreten
sind. Dieser Index wird stark durch die am héufigsten vorkommenden Arten bzw. Klone
gewichtet und ist weniger sensitiv in Bezug auf den Artenreichtum bzw. die klonale Vielfalt

(Magurran, 1988).

Die Ergebnisse fiir die Taxa im Belauer See sind in[Abbildung 3.21| dargestellt. D. galeata-

Dauereier zeigen die grofite Diversitét. Die Diversitdt nimmt nicht mit zunehmender Tiefe ab,
sondern die maximalen Werte werden fiir Dauereier in den Sedimentabschnitten Il (D = 32)
und III (D = 28) erzielt. Die klonale Variation von D. hyalina- und D. cucullata-Dauereiern
verlauft relativ konstant in allen Sedimentabschnitten, wobei die Diversitdt mit Abstand am

niedrigsten fiir D. cucullata-Dauereier (D =2 - 3) ist. Dabei ist zu beachten, dafl die maximal
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erreichbare Diversitit vom Probenumfang abhéngig ist, und bei D. cucullata die wenigsten
Dauereier analysiert wurden . Der Index fiir die Aquitabilitit der Klone bei
D. galeata-Dauereiern nimmt zunichst zwischen den Sedimentabschnitten I (£ =0,12) und II
(E=0,35) stark zu und verringert sich dann zunehmend bis zum Sedimentabschnitt [V. Die
D. hyalina-Dauereier unterscheiden sich im Sedimentabschnitt I und Sedimentabschnitt IT
kaum in der Aquitabilitit (£ =0,21). Die Aquitabilitit steigt im Sedimentabschnitt III und
erreicht im Sedimentabschnitt [V den maximalen Wert von 1. In diesem Abschnitt wurden
allerdings die wenigsten D. hyalina-Dauereier (n=15) gefunden. Die GleichméaBigkeit der
D. cucullata-Dauereier schwankt in den Sedimentabschnitten I bis IV um einen Mittelwert

(E = 0,09).
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Simpsons Diversitats Index [D] GleichmaRigkeit [E]

Abbildung 3.21 Simpsons Diversitiits Index und die Aquitabilitiit von Daphnia-Klonen im
Sediment

Simpsons Diversitits Index (D) und GleichmaBigkeit (£) wurden fiir die Sedimentabschnitte I bis IV
(SI bis SIV) zweier Sedimentkerne vom Dezember *98 und eines Kernes vom Mirz *99 ermittelt. Fiir

die Anzahl der analysierten Dauereier siche [[abelle 3.20
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3.4.3 Schliipferfolg von Daphnia-Dauereiern

Die Schliipffahigkeit von Dauereiern aus dem Sediment wurde einerseits unter optimalen
Bedingungen untersucht, andererseits mit einer Sediment-Uberschichtung. Die Schliipffihig-
keit von treibenden Dauereiern aus dem Spiilsaum wurde unter optimalen Bedingungen ana-

lysiert.

3.4.3.1 Schliipferfolg von Daphnia-Dauereiern aus dem Sediment ohne Sediment-
Uberschichtung

Der jeweilige Schliipferfolg von Daphnia-Dauereiern aus den Sedimentabschnitten I bis IV
wurde fiir 80 Tage unter optimalen Bedingungen ohne Sediment registriert
(s. Abschnitt . Nach 45 Tagen wurden aus den Sedimentabschnitten I, IT und IV keine
geschliipften Daphnien mehr beobachtet. Ein Nachziigler aus dem Sedimentabschnitt ITI

schliipfte am Tag 60 mit einer Verzdogerung von 28 Tagen. In [Abbildung 3.22|(A) sind die

Mittelwerte fiir den kumulativen Schliipferfolg von Daphnien aus den Dauereiern der Sedi-

mentabschnitte I bis IV iiber 45 Tage dargestellt. In |[Abbildung 3.22|(B) sind die Standardab-

weichungen abgebildet. Nach 45 Tagen ist der grofite Schliipferfolg bei den Dauereiern aus
dem Sedimentabschnitt I zu verzeichnen. Der Schliipferfolg nimmt in den tieferen Sediment-
abschnitten zunehmend ab. Einige Daphnien (4,7 % + 1,06) starben trotz fortgeschrittener
Entwicklung bereits im Dauerei und werden nicht in den Schliipferfolg miteinbezogen.
Andere Daphnien schliipften mit Mif3bildungen oder starben bereits kurze Zeit nach dem

Schliipfen (3,6 % + 2,62). Die Mehrzahl der Daphnien schliipfte jedoch unversehrt.

Der SchliipfprozeB setzte fiir Dauereier aus dem Sedimentabschnitt I bereits nach einem Tag

(Abbildung 3.22|(C)) ein. Mit zunehmender Tiefe des Sediments schliipften die Daphnien

spater. Wihrend beispielsweise die Hilfte der Daphnien aus dem Sedimentabschnitt I bereits
nach 10 Tagen geschliipft war, wurde dieses Ergebnis fiir Dauereier aus dem Sedimentab-
schnitt I nach 11 Tagen, fiir Dauereier aus dem Sedimentabschnitt III nach 14 Tagen und fiir

Dauereier aus dem Sedimentabschnitt IV erst nach 15 Tagen erreicht.
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Abbildung 3.22 Schliipferfolg von Daphnia-Dauereiern ohne Sediment-Uberschichtung

Schliipferfolg von Daphnia-Dauereiern ohne Sediment-Uberschichtung aus den Sedimentabschnitten I
bis IV (SI bis SIV) zweier Kerne vom Dezember *98 und eines Kernes vom Mérz *99 (n = 3). (A)
Mittelwerte fiir den kumulativen Schliipferfolg. (B) Mittelwerte und Standardabweichungen fiir den
Schliipferfolg. (C) Anteil der geschliipften Daphnien dargestellt in Gruppen von jeweils 3 Tagen. Ins-
gesamt wurden aus SI 903 Dauereier, aus SII 723 Dauereier, aus SIII 1050 Dauereier und aus SIV 381
Dauereier zum Schliipfen exponiert.

3.4.3.2 Schliipferfolg von Daphnia-Dauereiern aus dem Sediment mit Sediment-
Uberschichtung

In einem Versuch wurden Dauereier aus dem Sedimentabschnitt I mit gesiebtem Sediment
aus dem Belauer See vermischt und mit filtriertem Seewasser liberschichtet. Die Sediment-
schicht betrug etwa 2 cm. Zur Kontrolle wurden Dauereier parallel dazu ohne Sediment-Uber-
schichtung exponiert. In beiden Ansdtzen wurden die geschliipften Daphnien iiber eine Dauer

von 68 Tagen registriert.
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Der Schliipferfolg beim Kontrollansatz (Abbildung 3.23)) lag bei 25 %. Die Dauereier, die von

einer Sedimentschicht bedeckt wurden, zeigten einen wesentlich geringeren Schliipferfolg
(1,6 %), nur 7 Daphnien, 4 D. galeata, 2 D. hyalina und 1 D. cucullata (Ht230/230),
schliipften aus insgesamt 434 Dauereiern. Die Taxa schliipften ungefdhr im gleichen Verhilt-
nis, wie ohne Sediment-Uberschichtung (Abschnitt . Die hohen Standardabweichungen
erkldren sich teilweise dadurch, daf in einem von 4 Replikaten keine Daphnien geschliipft

sind.

Nach 68 Tagen wurde der Versuch mit Sediment-Uberschichtung unterbrochen und die ver-
bliebenen, nicht geschliipften Dauereier (427) isoliert. Unmittelbar danach wurden die
Dauereier ohne eine Sediment-Uberschichtung zum Schliipfen exponiert. Nach 8 Tagen
begannen die ersten Daphnien zu schliipfen. Nach 30 Tagen schliipfte die letzte Daphnie. Es
schliipften 16 D. galeata, 6 D. hyalina und 4 D. cucullata (Ht 230/230), auch dieses Verhilt-
nis entspricht ungefidhr dem in Abschnitt dargestellten. Der Schliipferfolg ist mit 4,6 %

deutlich geringer als in der Kontrolle, jedoch wesentlich hoher als mit Sediment-Uberschich-
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tung zuvor.
35 35
A B
30 1 30 | l
25 25
20 20
15 | 15 |
10 - 10 .
5 | 5 |
0 {8 ‘ ‘ y ‘ 0 o
0 10 20 30 40 50
Tag
—e— mmmm mjt Sediment-Uberschichtung
Abbildung 3.23 Schliipferfolg von Daphnia- —v— [—— Re-Exposition ohng Sediment
Dauereiern mit Sediment-Uberschichtung —o— == Kontrolle ohne Sediment

Schliipferfolg von Daphnia-Dauereiern bei drei

unterschiedlichen Bedingungen. (A) Mittelwerte fiir den kumulativen Schliipferfolg sowie (B) die
Mittelwerte und Standardabweichungen nach 60 Tagen. Insgesamt wurden 434 Dauereier in 4 Repli-
katen zwei Monate zum Schliipfen mit Sediment-Uberschichtung exponiert. Danach wurden die
Dauereier aus dem Sediment isoliert und die verbleibenden, nicht geschliipften 427 Dauereier ohne
Sediment-Uberschichtung erneut zum Schliipfen belassen. Drittens wurden 362 Dauereier zur Kon-
trolle in 4 Replikaten ohne Sediment-Uberschichtung zum Schliipfen exponiert. Die Dauereier stam-
men aus dem Sedimentabschnitt I mehrerer Kerne vom Mérz *99.
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3.4.3.3 Schliipferfolg von Daphnia-Dauereiern aus dem Spiilsaum

Im Mai 99 wurden iiber tausend treibende Dauereier aufgesammelt und zwei Monate lang
zum Schliipfen in Seewasser {iberfiihrt. Eine Teilprobe (67) wurde genetisch analysiert und
alle Dauereier als D. galeata bestimmt. Nach 9 Tagen schliipfte eine einzige Daphnie. Da-
rauthin wurde der Versuch mit treibenden D. galeata-Dauereiern, die liberwintert hatten und
im Mairz ’00 aufgesammelt wurden, wiederholt. Dabei wurde angenommen, daf3 es sich um
die im Mai 99 produzierten D. galeata-Dauereier handelte, da in der Zwischenzeit keine
ephippien-tragenden D. galeata beobachtet wurden. Fiir die Schliipfversuche standen verhélt-
nisméfBig wenige Dauereier (128) zur Verfligung, deren Ephippien in duflerlich schlechtem

Zustand waren.

Aus den im Versuch eingesetzten 128 Dauereiern schliipften insgesamt 15 Daphnien

(13,1 % £9,27) innerhalb der Versuchsdauer (Abbildung 3.24). Schon nach 3 Tagen began-

nen die Eier zu schliipfen, nach dem 9. Tag schliipften keine weiteren Daphnien.
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Abbildung 3.24 Schliipferfolg von treibenden D. galeata-Dauereiern

Schliipferfolg von 128 treibenden D. galeata-Dauereiern. (A) Mittelwerte aus 3 Unterproben fiir den
kumulativen Schliipferfolg sowie (B) der Mittelwert und die Standardabweichung nach 60 Tagen.
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3.4.4 Vergleich der Dauereier im Sediment und der geschliipften Daphnien

3.4.4.1 Taxonomische Zusammensetzung der Dauereier im Sediment und der
geschliipften Daphnien

Mit Hilfe einer SSCP-Analyse wurden die maternalen Haplotypen der Dauereier im Sediment

und der daraus geschliipften Daphnien verglichen. Die jeweilige Anzahl der Daphnien ist in

abelle 3.19]angegeben.

Tabelle 3.19 Anzahl und Anteil der Taxa im Sediment und bei den geschliipften Daphnien

Anzahl (n) und Anteil (%) der Dauereier im Sediment (S) und der geschliipften Daphnien (g;
Abschnitt . Angegeben ist auch die Gesamtzahl der zum Schliipfen exponierten Dauereier (ny).
Die Dauereier wurden jeweils aus den Sedimentabschnitten I - IV (SI - SIV) zweier Sedimentkerne
vom Dezember *98 und eines Sedimentkernes vom Mérz ’99 isoliert.

D. galeata D. hyalina D. cucullata gesamt
Sediment-
S S S S
abschnitt g g g g
n % | n % n % n % n % | n % n n ns
SI 185 57 (171 24| 96 29| 87 24| 45 14|21 12| 326 | 279 1265
SII 153 52 (52 14| 70 24| 41 24| 72 24 |5 3| 295 | 98 723
SIII 143 67 (51 7 | 34 16| 45 27| 37 173 2| 214 | 99 1050
SIV 122 61|18 8 |26 13| — 0| 51 26— 0] 199 | 18 381
gesamt 603 292 226 173 205 29 1034 | 494 3419

Die meisten geschliipften Daphnien (53 - 100 %) gehdren zum Taxon D. galeata
. Dabei ist der Anteil bei D. galeata-Dauereiern im Sediment und bei geschliipften
D. galeata in den ersten drei Sedimentabschnitten vergleichbar. Allerdings nimmt der
Schliipferfolg mit zunehmender Sedimenttiefe ab . Die Daphnien, die aus den
Dauereiern des Sedimentabschnitts IV schliipften, gehorten alle zum Taxon D. galeata. Aller-
dings schliipften nur wenige Daphnien (18) aus Dauereiern, die aus dem Sedimentabschnitt
IV isoliert worden waren. Wahrend der Anteil von D. hyalina- und D. cucullata-Dauereiern
im Sediment nahezu ausgeglichen war, schliipften mit gleichbleibendem Erfolg deutlich mehr

D. hyalina. Fir D. cucullata wurden lediglich zwei (Ht 205/220; Ht 230/230) der drei im

Pelagial auftretenden maternalen Linien gefunden. Ebenso wie im Pelagial (Abbildung 3.8)

dominierte der Haplotyp 230/230 bei den Dauereiern im Sediment. Auch die geschliipften
D. cucullata setzten sich grofBtenteils aus dieser maternalen Linie zusammen. Die maternale

Linie 205/220 wurde nur bei den geschliipften Daphnien, die aus dem Sedimentabschnitt I
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stammten, beobachtet. Die Taxa im Belauer See schliipften in vergleichbaren Verhéltnissen in

den Versuchen ohne Sediment-Uberschichtung wie in den Versuchen mit Sediment-Uber-

schichtung (3.4.3.2).
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Abbildung 3.25 Taxonomische Zusammensetzung

Relative taxonomische Zusammensetzung von Dauereiern aus dem Sediment (S) und der daraus
geschliipften Daphnien (g). Die Dauereier stammen aus den Sedimentabschnitten I - IV der Sediment-
kerne vom Dezember 98 und Mérz *99.

3.4.4.2 Genetische Variation der Dauereier im Sediment und der geschliipften

Daphnien

Die genetische Variation von Dauereiern im Sediment wurde mit der der geschliipften

Daphnien verglichen. Dazu wurden die Parameter Heterozygositét (/) und Gendiversitit (D)

untersucht (Abbildung 3.26)). Aus jedem Ephippium wurde fiir die Analyse jeweils nur ein

Dauerei verwendet, da bei den geschliipften Daphnien beobachtet wurde, dafl hdufig nur eines
von zwei Dauereiern schliipft. Fiir D. galeata ist zu erkennen, dal3 die Heterozygositdt der
geschliipften Daphnien im Sedimentabschnitt I signifikant héher und in den {iibrigen
Sedimentabschnitten tendenziell hoher als fiir die Dauereier im Sediment ist. Dieser Trend ist
auch fir D. hyalina zu beobachten. Die Ergebnisse flir die geschliipften D. cucullata sind
dargestellt, basieren jedoch auf einem geringen Schliipferfolg. Die wenigen geschliipften
D. cucullata aus dem Sedimentabschnitt III sind genetisch identisch. In der Regel war die

Gendiversitit der geschliipften D. galeata und D. hyalina entweder gleich oder sogar niedri-
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Sedimentabschnitt

ger als fiir die Dauereier im Sediment. Dies bedeutet einen Verlust von genetischer Informa-

tion (Allele).

Heterozygositat Gendiversitat
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
D. galeata D. galeata
S| — ] FOH H-HH
Sl — —O— HO— -
Sl — F——Feo-0—H |
SIV — —eo—f-o HOH
D. hyalina D. hyalina
S| — ‘ ® fo— \ HEH— 1
Sl — 1 o——O0— o
Sl — F—o—e F—O—m—
SIV — 1 ® | [ ]
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Abbildung 3.26 Genetische Variation von Dauereiern im Sediment und geschliipften Daphnien

Darstellung der Heterozygositidt und Gendiversitidt von Dauereiern aus dem Sediment (@; l) und von
geschliipften Daphnien (O; (). Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden anhand zweier
Sedimentkerne vom 22.12.98 und eines Sedimentkernes vom 2.3.99 fiir die Sedimentabschnitte [-IV
ermittelt. Die Anzahl der Proben (Dauereier im Sediment; geschliipfte Daphnien) betrug fiir

D. galeata: SI (155; 155); SII (138; 52); SIII (135; 52); SIV (91; 18); fiir D. hyalina: SI (81; 81); SII
(56; 41); SIII (27; 45); SIV (21; 0) und fiir D. cucullata: S (43; 17); SII (64; 5); SII (30; 3); SIV
(43; 0).

3.4.4.3 Klonale Zusammensetzung der Dauereier im Sediment und der geschliipften

Daphnien

Die klonale Zusammensetzung der geschliipften Daphnien und der Dauereier im Sediment

wurde ermittelt und die Verteilung der haufigsten Klone, mit Frequenzen grofer als 0,09, dar-

gestellt (Abbildung 3.27). Die Darstellung aller Klone war nicht moglich. Die hiufigsten

Klone im Sediment waren auch die hdufigsten Klone, die schliipften. Dies gilt sowohl fiir alle
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drei Taxa. Wihrend die Summe der hiufigsten Klone bei D. galeata und D. hyalina einen
Anteil von 25 bis 50 % ausmachte, stellten diese Klone bei D. cucullata mindestens einen

Anteil von 60 % dar.

D. galeata D. hyalina D. cucullata
geschlipft ~ Sediment geschliipft  Sediment geschlipft ~ Sediment
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Abbildung 3.27 Klonale Komposition von Dauereiern und geschliipften
Daphnien

Dargestellt sind die haufigsten Mikrosatelliten-Klone von geschliipften Daphnien
und Dauereiern aus den Abschnitten I bis IV der Sedimentkerne vom

Dezember *98 und Mirz *99. Die Diagramme zeigen die Verteilung der hdufigsten
(f>0,09) Klone. Neben den Diagrammen aufgefiihrt ist die Anzahl der
analysierten Daphnien. Die Zahlen in der Legende beziehen sich auf die

i
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Bezeichnung der Klone. Unter dem Begriff ,,andere* sind die iibrigen Klone mit
geringeren Frequenzen ( f'< 0,09) zusammengefaf3t. Gleiche Benennungen der
Klone bei verschiedenen Taxa sind nicht gleichbedeutend mit identischen Klonen.

Der Vergleich der Allelfrequenzen der hidufigsten Klone in einem Exakten Test
bestitigt die Aussage, daf3 die geschliipften D. hyalina und D. cucullata nicht unterschiedlich
von den Dauereiern im Sediment sind. Abweichungen sind bei D. galeata zu beobachten. Die
hiufigsten geschliipften D. galeata-Klone aus dem Sedimentabschnitt II sind signifikant und
die aus dem Sedimentabschnitt IV sind marginal signifikant verschieden von den Dauereiern

aus den jeweiligen Sedimentabschnitten.

Ein Vergleich der Allelfrequenzen aller Klone weist fiir D. galeata und D. hyalina eine gene-
tische Differenzierung der geschliipften Daphnien und der Dauereier im Sediment auf.
D. cucullata zeigt auch hier genetische Ahnlichkeiten fiir die wenigen geschliipften Daphnien

und die Dauereier im Sediment.
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Tabelle 3.20 Differenzierung von Dauereiern und geschliipften Daphnien des gleichen
Sedimentabschnitts

Differenzierung unter Beriicksichtigung der haufigsten ( /< 0,09) und aller Klone von Dauereiern und
geschliipften Daphnien, die aus denselben Sedimentabschnitten (SI-SIV) stammen. Signifikante
Differenzierungen (p < 0,05) nach einem Exakten Test sind mit dem Zeichen * hervorgehoben.

Taxon Differenzierung der hiufigsten Klone Differenzierung aller Klone
SI S STII SIvV SI S ST S1IvV
D. galeata 0,268 0,004 * 0,847 0,057 {0,023 * 0,001 * 0,001 * <0,001 *
D. hyalina 0,984 0,902 0,244 — 0,011 * 0,040* <0,001*
D. cucullata 0,969 1 1 — 0,794 0,179 0,886 —

Die durchschnittliche Anzahl der Daphnien pro Klon wurde sowohl fiir geschliipfte Daphnien
als auch fiir die Dauereier im Sediment ermittelt {Tabelle 3.21). Dabei ist zu erkennen, daf3 in
der Regel trotz der teilweise unterschiedlichen Anzahl analysierter Daphnien und Dauereier

bei D. galeata und D. hyalina jeweils vergleichbare Werte erhalten wurden.

Tabelle 3.21 Anzahl der untersuchten Daphnien-Klone

Dargestellt sind die Anzahl der Daphnien und Klone sowie die durchschnittliche Anzahl von
Daphnien pro Klon fiir geschliipfte Daphnien und Dauereier aus dem Sediment. Es wurden nur
Daphnien beriicksichtigt, bei denen die vier Mikrosatelliten-Loci (Dpu 6, 30, 45,122) vollstandig
analysiert werden konnten.

geschliipfte Daphnien Dauereier im Sediment
T Sediment-

XN abschnitt Anzahl Daphnien Anzahl Daphnien
Daphnien Klone ProXlon | payereier Kilone Pro Klon

D.galeata Sl 134 56 2,4 127 52 2.4

NIl 46 23 2,0 92 47 2,0

STI 45 22 2,0 84 51 1,6

SIV 16 12 1,3 76 44 1,7

D. hyalina Sl 64 35 1,8 71 36 2,0

S1I 35 25 1,4 51 25 2,0

SIII 35 20 1,8 26 16 1,6

SIV 0 — — 15 12 1,3

D.cucullata SI 16 8 2,0 36 13 2.8

S1I 5 3 1,7 54 13 4,2

STII 3 1 3,0 24 8 3,0

SIvV 0 — — 35 8 4.4
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3.5 Paldolimnologische Ergebnisse

Aus einem 30-m-langen Sedimentkern wurden Ephippien und Dauereier isoliert, die mehrere

hundert Jahre und dlter waren. Diese Dauereier sind ausgetrocknet und hiufig von einem

duBerlich beschiddigtem Ephippium umgeben. In [Abbildung 3.2§ ist zu erkennen, daB die

Degeneration bei einem 3300 Jahre alten Ephippium oberfldchlich nicht weiter fortgeschritten
ist als bei einem 550 Jahre alten. Ebenso ist ein 1750 Jahre altes D. pulex-Ephippium (B) ab-
gebildet (die Artbestimmung erfolgte freundlicherweise durch Prof. Dr. J. Hrbacek, Charles

University, Prague, Czech Republic). Dieses Taxon ist heute nicht mehr im Belauer See ver-

treten.

Abbildung 3.28 Altere Ephippien und junges
Ephippium

Ephippien aus dem Sediment des Belauer Sees. (A)
550 Jahre (D. galeata), (B) 1750 Jahre (D. pulex), (C)
3300 Jahre (D. cucullata) und (D) D. galeata im

Dauerei mit rezentem Dauerei im Ephippium.

3.5.1 Abundanzen von alteren Dauereiern

Die Abundanzen von Dauereiern im Sediment des Belauer Sees wurden anhand der zur Ver-
fligung stehenden Sedimentabschnitte abgeschitzt. Der Sedimentkern war zum Zeitpunkt der
Probenahme durch vorangegangene Projekte bereits stark beansprucht worden. Aufgrund des

begrenzt zur Verfiigung stehenden Materials war es nicht moglich Replikate fiir die verschie-

denen Tiefen zu analysieren. In|Abbildung 3.29 sind die Abundanzen der Dauereier im Sedi-
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ment dargestellt. Die grofte Anzahl an Dauereiern (bis zu 11 Dauereier pro Jahr und cm?)
wurde fiir Sedimente festgestellt, die nicht tiefer als 6 m, d.h. nicht dlter als 1000 Jahre sind.
Die festgestellten Abundanzen stellen teilweise ein Vielfaches der Abundanzen der Dauereier

in den Sedimentabschnitten I bis IV des Eckmann-Greifers (Abbildung 3.2(}) dar. Mit zuneh-

mender Tiefe und zunehmendem Alter nimmt die Abundanz der Dauereier in der Probe ab.
Fiir die in dieser Arbeit dltesten untersuchten Sedimente (4400 Jahre) wurden Abundanzen
von lediglich 0,2 Dauereiern pro Jahr und cm? festgestellt. Die meisten Ephippien enthielten
zwel Dauereier (83,8 % =+ 13,1), vergleichbar mit den rezenten Dauereiern (Abschnitt .

Insgesamt wurden 2400 Dauereier aus den alten Sedimenten (62 cm bis 15 m) isoliert.

Dauereier Jahr cm?

0 2 4 6 8 10 120
O 1l 1 1 1 1 1
|
E
150 + - 240
300 - - 470
€ 450 ———xc 700
‘o 600 ? -1060 >
2 — g
£ 750 +—— - 1620 —
g — g
- 900 - 2000 3
9 1050 - - 2410
1200 1= - 3000
1350 + - 3730
1500 = 4480

Abbildung 3.29 Abundanzen von alten Dauereiern im Sediment

3.5.2 Genetische Variation von ilteren Dauereiern im Sediment

Fiir die genetischen Analysen élterer Dauereier stehen nur geringe Mengen, von DNA zur
Verfiigung, die zusdtzlich degeneriert sind. Im Unterschied zu den jlingeren Dauereiern war
der Erfolg bei der Amplifikation der Mikrosatelliten-Sequenzen wesentlich geringer und
bendtigt weitere Optimierung. Es wurden Mikrosatelliten-Sequenzen aus etwa 100 Dauereiern

amplifiziert. Fiir jedes analysierte Dauerei wurden zwei parallele Ansdtze durchgefiihrt. Die
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Dauereier stammen aus unterschiedlichen Ephippien. Die analysierten Dauereier waren 150

bis 200 Jahre alt.

In Abbildung 3.30|ist die genetische Variation der Dauereier dargestellt. Die Dauereier zeigen

eine geringe Heterozygositdt (0,20 bis 0,32) im Gegensatz zur Gendiversitét (0,55 bis 0,73).
Diese Werte sind vergleichbar mit denen von jiingeren Dauereiern (n = 1034) aus den Sedi-

mentabschnitten I bis IV.

genetische Variation

0,2 0,4 0,6 0.8 1,0
0 I I I I
10 * © 1995 -
= 100 - 1838 -
L, ° O
o 105 - 1830
:‘q__) [ ] O
= 110 - ° © 1822 -
£ ° o
§ 115 - 1814 -
120 - 1807 ®  Heterozygositat
¢ © O Gendiversitat
125

Abbildung 3.30 Genetische Variation bei dlteren Dauereiern

Genetische Variation bei durchschnittlich 7 Jahre alten D. galeata, D. hyalina und D. cucullata Dauer-
eiern (1034) und alteren Dauereiern aus fiinf Abschnitten eines 30-m-langen Sedimentkernes (1990).
Es wurden 23 Dauereier analysiert, die im Mittel 159 Jahre, 10 Dauereier, die 171 Jahre, 36 Dauereier,
die 177 Jahre, 15 Dauereier, die 183 Jahre und 27 Dauereier, die 195 Jahre alt waren.

3.5.3 Vergleich der Allelfrequenzen von ilteren und jiingeren Dauereiern

Die Mikrosatelliten-Allelfrequenzen der jlingeren Dauereier aus den Sedimentabschnitten I
bis IV der Kerne von Dezember 98 und Mérz 99 wurden mit denen der 150 bis 200 Jahre
alten Daphnia-Dauereier verglichen. Da bisher keine SSCP-Analyse mit den é&lteren Dauer-
eiern durchgefiihrt wurde und das Taxon aufgrund der beschadigter Ephippien teilweise auch
morphologisch nicht eindeutig bestimmt werden konnte, wurden die Allelfrequenzen fiir alle

Taxa im Belauer See zusammen dargestellt.

In [Abbildung 3.31| sind die Allelfrequenzen der dlteren und jiingeren Dauereier fiir die vier

Mikrosatelliten-Loci gezeigt. Fiir die dlteren Dauereier (n = 111) wurden mehr Allele als bei
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den jiingeren Dauereiern (n = 848) beobachtet. Neben den gemeinsamen Allelen sind auch
Allele bei den ilteren Dauereien zu erkennen, wie z.B., Allel 3 bei Dpu 6 und Dpu 30 oder
Allel 1 bei Dpu 45, die bisher weder bei rezenten Dauereiern noch bei Daphnien im Pelagial
gefunden wurden. Andererseits sind auch bei den rezenten Dauereiern hiufige Allele vorhan-
den, wie z.B., Allel 6 bei Dpu 30 oder Allel 10 bei Dpu 45, die nicht bei den élteren Dauer-
eiern gefunden wurden. Die groBBte Anzahl an Allelen wurde sowohl bei den élteren als auch
bei den jiingeren Dauereiern fiir den Locus Dpu 6 ermittelt. Von den insgesamt 111 Klonen

konnte 1 Klon auch in der rezenten Population nachgewiesen werden.

Die Allelfrequenzen der dlteren und jiingeren Dauereier unterscheiden sich signifikant von-
einander ( p <0,0001) und zeigen eine genetische Distanz (Nei, 1972) von D = 0,36. Die Fgr-
Werte (0,15 £+ 0,04) deuten ebenfalls auf eine groBere Differenzierung zwischen den élteren

und jlingeren Dauereiern.

Abbildung 3.31 Allelfrequenzen von élteren und jungen Dauereiern

0,00

0,40 0,40

0,35 Dpu 6 0,35 Dpu 30
N 0,30 1 0,30
8 0,25 - 0,25 - _
3 0,20 0,20 |
E’ 0,15 1 0,15 -
< 0,10 0,10

0,05 - 0,05 - HI

0,00 - 0,00 1

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 1 2 3 4 5 6 7 8
Allel [Nr.] Allel [Nr.]
0,75 0,90
Dpu 45 Dpu 122

0,60 | 0.75 1
N
= e Dl
g 0,45 1 I jiingere Dauereier
% 0,30 1 (0-7 Jahre)
=z 0,30 -

0,15 - 0,15 |

| 0,00 H HI |_|‘ |_|‘ i
1 2 3 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 5 6 7

Allel [Nr.] Allel [Nr.]
Allelfrequenzen der Mikrosatelliten-Loci Dpu 6, 30, 45 und 122 von 111 élteren (150 bis 200 Jahre)

und 848 rezenten (0-7 Jahre) Daphnia-Dauereiern. Dargestellt sind Allelfrequenzen fiir alle Taxa im
Belauer See.
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4 Diskussion

4.1 Methodendiskussion
4.1.1 Bestimmung der maternalen Linien

Methode

Die Taxa der Daphnien im Belauer See, D. galeata, D. hyalina und D. cucullata, wurden
anhand der mitochondriellen DNA bestimmt. Die mitochondrielle DNA (mtDNA) wird bei
den meisten Vertebraten und Invertebraten maternal vererbt. Bei manchen Arten ist allerdings
paternale (Fungi, Yang & Griffiths, 1993; Muscheln, Zouros, 1992) oder biparentale
(Muscheln, Hoeh et al., 1991; Drosophila, Kondo et al., 1990; Samenpflanzen, Mogensen,
1996) Vererbung die Regel. Obwohl seit kurzem die Rekombination von humaner und humi-
nider mtDNA intensiv und kontrovers diskutiert wird (Awadalla et al., 1999; Eyre-Walker et
al., 1999; Hagelberg et al., 1999; Hey, 2000; Kivisild et al., 2000), finden in der Regel keine
Rekombinations-Ereignisse bei der Vererbung von mtDNA statt (diskutiert in Brown, 1985).
Daher konnen Individuen durch ihre mtDNA-Sequenz einer Art oder maternalen Linie zuge-
ordnet werden (Solignac et al., 1983). Als Marker wurden mtDNA-Sequenzen (280 Nukleo-
tide) einer variablen Region der kleinen ribosomalen Untereinheit (12S rDNA), die aus etwa
950 Nukleotiden (Brown, 1985) besteht, ausgewihlt. Diese wurden dann durch eine PCR am-
plifiziert. Die Sequenzunterschiede in der mtDNA wurden in dieser Arbeit mit der Einzel-
strang-Konformations-Polymorphismen (SSCP)-Analyse, die erstmalig fiir Daphnien opti-
miert wurde, nachgewiesen. Die SSCP-Analyse (Orita et al., 1989) ist eine schnelle und effi-

ziente Methode, um geringe Sequenzvariationen aufzudecken.

Zu Beginn wurde die SSCP-Analyse mit radioaktiv-markierten PCR-Produkten durchgefiihrt
(Abschnitt . Bei dieser Methode konnen schon geringe Mengen von DNA, wie sie
z.B., nach einer PCR der Dauereiern vorliegen, nachgewiesen werden. Daher war es moglich
die PCR-Produkte in sehr geringen Mengen einzusetzen und so ein anormales Migrationsver-
halten der DNA durch eine Uberladung des Gels zu vermeiden. Hiufig werden gute Ergeb-
nisse bei Raumtemperatur mit 5-10 % Glycerol (Hayashi, 1991) erreicht. Auch in dieser Ar-
beit wurden mit den radioaktiv-markierten PCR-Produkten die besten Ergebnisse nach einer

Gelelektrophorese bei Raumtemperatur und mit 5 % Glycerol erzielt. Die Gelelektrophorese
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mulfite allerdings iiber einen ldngeren Zeitraum (12 Stunden) durchgefiihrt werden. Durch die

radioaktive Strahlung von y3 P-ATP wurde eine stirkere Streuung der DNA-Banden, die als

Schwirzung auf einem Rontgenfilm sichtbar wurden, verursacht (Abbildung 3.2). Dies fiihrte

dazu, daB die beiden Einzelstrainge der PCR-Produkte optisch zu einer einzigen Bande ver-
schmolzen. Dieses Phinomen trat vorwiegend bei y**P-ATP auf. Die mit y **P-ATP-mar-
kierten PCR-Produkte zeigten zwar schirfere Banden, verursachten aber gleichzeitig eine
wesentlich geringere Schwirzung des Rontgenfilms. Dies filihrte insbesondere bei quantitativ
schwiécheren PCR-Produkten zu Schwierigkeiten bei dem Nachweis und der Auswertung der

Banden.

Ein grundsitzliches Problem, besonders bei der Verwendung groBerer Gel-Systeme, ist ein
ungleichméBiger Lauf der PCR-Produkte in der nativen Gelmatrix. Gleiche PCR-Produkte,
die in verschiedenen Spuren aufgetragen wurden, migrierten teilweise verschieden weit im
Gel. Dies fiihrte zu einem sogenannten Smile-Effekt, da das Wanderverhalten von der Entfer-
nung der Spur vom Gelrand abhingig war. Dieser Effekt erschwerte oftmals die Auswertung
der Gelldufe, besonders, da die Unterschiede in der elektrophoretischen Mobilitidt der 12S
rDNA-PCR-Produkte bei den Daphnia-Taxa im Belauer See marginal waren. Weder eine
Veranderung der Geldichte, noch der Laufzeit der Gelelektrophorese fiihrten zu einer verbes-

serten Auftrennung der Produkte.

Ein weiteres Manko der Methode lag in der Markierung selbst. Die radioaktive Markierung
mit y **P-ATP oder 7 **P-ATP ist nicht nur kostenintensiv, sondern birgt vor allem auch ein
Gesundheitsrisiko und ist daher auch sehr umstdndlich durchzufiihren. Eine alternative
Methode bildet die SSCP-Analyse mit unmarkierten PCR-Produkten. Die unmarkierten
12S rDNA-PCR-Produkte wurden nach einer Gelelektrophorese mit einer Silberfarbung
nachgewiesen. Die nativen Gele waren an ein Kiihlsystem angeschlossen, so dall der Gellauf

bei einer niedrigeren Temperatur (10 °C) und kiirzerer Laufzeit (2 Stunden) optimiert werden

konnte. Nach der Silberfirbung waren deutlich drei Banden zu erkennen (Abbildung 3.3). Es

wurden jedoch nur geringe Unterschiede im Laufverhalten der einzelstringigen PCR-Pro-
dukte bei den getesteten Daphnia-Taxa beobachtet. Auch bei dieser Analyse kann es zu den
o.g. Smile-Effekten kommen, die eine Auswertung erschweren. Weiterhin kommt es, trotz
qualitativ ausreichender PCR-Produkte, selbst bei den PCR-Produkten von adulten Daphnien,
nur zu einer schwachen Anfiarbung der Banden. Ohne eine graphische Nachbearbeitung der

photographierten, angefdarbten PCR-Produkte im Gel (z.B. mit Adobe Photoshop) war eine
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Auswertung kaum moglich. Bei den Dauereiern reichte die DNA-Menge nach einer PCR fiir
eine Analyse nicht aus. Daher mufiten fiir die Dauereier die PCR-Produkte aus dem ersten
PCR-Lauf in einem zweiten Lauf reamplifiziert werden, um ausreichend DNA fiir die SSCP-

Analyse zu erhalten.

Die Silberfirbung bot zwar eine adédquate Auflosung der Banden, jedoch war vor allem der
Nachweis der PCR-Produkte von Dauereiern problematisch. Die Silberfairbung wurde nur bis
zum Mai ’99 angewendet. Danach stand ein Kapillarelektrophorese-System zur Verfligung,

welches zur SSCP-Analyse fluoreszenz-markierter PCR-Produkte genutzt werden konnte.

Die besten Ergebnisse wurden mit dem Kapillarelektrophorese-System erzielt. Die Auftren-
nung der fluoreszenz-markierten PCR-Produkte in der Kapillare gelang bei hohen Temperatu-
ren (30 —35°C) am besten. Der Nachweis der PCR-Produkte von adulten und juvenilen
Daphnien und sogar von Dauereiern war trotz geringer Mengen von DNA unproblematisch.

D. galeata, D. hyalina und D. cucullata {Abbildung 3.1) waren eindeutig anhand der Elektro-

pherogramme voneinander zu unterscheiden. Neben diesen Taxa, konnten weitere Daphnia-
Arten voneinander unterschieden werden ([Tabelle 3.1). Dies zeigt, daB das ausgewihlte 128
rDNA-Fragment zur Unterscheidung von Daphnia-Arten und maternalen Linien geeignet ist.
Probleme traten lediglich bei der Amplifikation der DNA auf. Die Fluoreszenzfarbstoffe,
besonders der Farbstoff ned (gelb), konnten sich negativ auf den PCR-Lauf auswirken. Trotz
bereits etablierter PCR-Bedingungen fiihrten einige Fluoreszenzfarbstoff-Primer-Kombination
nicht zu einer erfolgreichen Amplifikation. Teilweise konnte das Problem durch eine Verin-

derung der PCR-Bedingungen behoben werden.

Die Ergebnisse der drei verschiedenen Methoden der SSCP-Analyse sind nicht direkt mitein-
ander vergleichbar. Die Gelelektrophoresen wurden unter jeweils unterschiedlichen Be-
dingungen, wie z.B. Temperaturbedingungen, durchgefiihrt, die die Konformation und somit
auch die Migration der PCR-Produkte beeinflufiten. Die Fluoreszenzfarbstoff-Markierung der
PCR-Produkte wirkte sich teilweise negativ auf die Amplifikation der mtDNA aus. Eine sol-
che Beeintrachtigung der PCR-Ergebnisse konnte bei radioaktiv-markierten oder unmarkier-
ten PCR-Produkten nicht festgestellt werden. Allerdings war die Auftrennung von radioakti-
ven und unmarkierten PCR-Produkten durch die Gelelektrophorese, die in vertikalen Gel-
kammern durchgefiihrt wurde, hdufig nicht ausreichend, um Daphnia-Taxa oder maternale

Linien eindeutig unterscheiden zu kdnnen. Von den drei angewendeten Methoden die SSCP-
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Analyse durchzufiihren, war die Kapillarelektrophorese in der Handhabung am unkompli-

ziertesten und produzierte auch die besten Ergebnisse.

Bewertung der Ergebnisse

Fir D. hyalina und D. galeata konnten jeweils nur eine maternale Linie im Belauer See be-
stimmt werden. Die Sequenzierung der 12S rDNA-PCR-Produkte von unterschiedlichen Indi-
viduen zeigte, dal3 eine Punktmutation bei D. hyalina durch die SSCP-Analyse nicht darge-
stellt wurde. Es gelang nicht, die Bedingungen der SSCP-Analyse so zu dndern, daf} diese
PCR-Produkte voneinander unterschieden werden konnten. Grundsétzlich kann nicht ausge-
schlossen werden, dal} weitere maternale Linien existieren. Die Unterschiede konnen entwe-
der nicht durch eine SSCP-Analyse aufgezeigt werden oder aber auBlerhalb des analysierten
Fragmentes liegen. Die Anzahl der nicht entdeckten Mutationen innerhalb eines analysieren
Fragmentes wird allerdings aufgrund einer Bewertung von Hayashi & Yandell (1993) als eher
gering eingeschitzt. Fir eine Sequenz mit der Lénge des 12S rDNA-Fragmentes
(280 Basenpaare) gilt, dal in der Regel 80 bis 90 % der Nukleotid-Mutationen durch eine

SSCP-Analyse bestimmt werden kénnen.

Fiir D. cucullata wurden nach der SSCP-Analyse zunéchst vier maternale Haplotypen unter-
schieden. Nach der Sequenzierung stellte sich jedoch heraus, daB3 das unterschiedliche Migra-

tionsverhalten der Haplotypen 230/230 und 227/224 auf identische Sequenzen zuriickzufiih-

ren ist (Abbildung 3.1)). Moglicherweise treten bei den verwendeten Laufbedingungen die

PCR-Produkte in zwei unterschiedlichen Konformationszustdnden auf, die sich auch auf das
Laufverhalten auswirken. Die beiden unterschiedlich wandernden PCR-Produkte wurden als
Haplotyp 230/230 zusammengefal3t. Der zweite Haplotyp 205/220 unterscheidet sich zwar
lediglich durch eine Punktmutation vom Haplotypen 230/230, kann aber durch die SSCP-
Analyse eindeutig von diesem unterschieden werden. Dies zeigt, dal die Bedingungen der

SSCP-Analyse grundsétzlich ausreichend sind, um auch Punktmutationen nachzuweisen.

4.1.2 Bestimmung der klonalen Struktur

Die Existenz von repetitiven Elementen, den Grundeinheiten der Mikrosatelliten, ist seit den
70er Jahren bekannt. Die grole Anzahl von repetitiven Sequenzen und die nahezu ubiquitire
Verteilung bei Eukaryonten wurde jedoch erstmalig von Hamada et al. (1982) beschrieben.

Aufgrund des ausgepriagten Langenpolymorphismus (Epplen, 1988; Litt & Luty, 1989; Tautz,
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1989; Weber & May, 1989) sind Mikrosatelliten besonders als Marker fiir die genetische Va-
riabilitdt geeignet. Da die flankierenden Sequenzen haufig konserviert sind, besteht die Mog-
lichkeit denselben Marker bei verwandten Arten anzuwenden (Primmer et al.,, 1996;
Schlotterer et al., 1991). In dieser Arbeit wurden Mikrosatelliten als Marker fiir die genetische
Variabilitdt einer Daphnia-Population im Belauer See genutzt. Bisher sind wenige popula-
tionsgenetische Arbeiten bei marinen (z.B. Bagshaw & Buckholt, 1997; Tam & Kornfield,
1996) und limnischen Crustaceen (Goémez & Carvalho, 2000; Lynch et al., 1999; Palsson,
2000; Reid et al., 2000) bekannt, die auf der Mikrosatelliten-Analyse basieren.

Auswahl der Mikrosatellien-Loci

In dieser Arbeit wurden Mikrosatelliten-Primer verwendet, die urspriinglich fiir die flankie-
renden Sequenzen von D.pulex (Subgenus Daphnia) und D. magna (Subgenus
Ctenodaphnia) entwickelt worden waren. Diese wurden fiir die im Belauer See vorkommen-
den Taxa der D. longispina-Gruppe (Subgenus Hyalodaphnia) optimiert. Dariiber hinaus
wurde versucht heterologe Mikrosatellien bei verschiedenen Daphnia-Arten der drei Subge-
nera Daphnia, Hyalodaphnia und Ctenodaphnia zu amplifizieren, um genetische Marker zu
finden, die universell einsetzbar sind. Bisher konnten vor allem bei aquatischen Organismen
heterologe Mikrosatelliten erfolgreich amplifiziert werden (Schildkréten, FitzSimmons et al.,
1995; Fische, Rico et al., 1996; Wale, Schlotterer et al., 1991; Zardoya et al., 1996). Brohede
& Ellegren (1999) konnten aber auch mit den gleichen Primern Mikrosatelliten bei Rindern
und Schafen amplifizieren. Sie postulieren, dafl der relativ groe Erfolg der Cross-Arten-
Amplifikation nicht auf die Konservierung der flankierenden Sequenzen zuriickzufiihren ist,
sondern dal} diese selektivitits-neutral sind. Der PCR-Erfolg ist somit wahrscheinlich eine

direkte Funktion der durchschnittlichen Rate neutraler molekularer Evolution.

Die Cross-Arten-Amplifikation war mit den verwendeten D. pulex- und D. magna-Primern
bei Daphnia von geringem Erfolg. Es war nicht moglich PCR-Produkte fiir alle getesteten
Daphnia-Arten zu erhalten ). Nur mit zwei D. pulex-Primern (Dpu 6; Dpu 122)
war es moglich, Sequenzen fiir alle eingesetzten Daphnia-Arten der Subgenera Daphnia und
Hyalodaphnia zu amplifizieren. Von den insgesamt 34 Primern, waren nur 6 D. pulex-Primer
geeignet, um Mikrosatelliten-Sequenzen von D. galeata, D. hyalina und D. cucullata zu
amplifizieren. Von diesen verblieben 4 Loci, die polymorph fiir die genannten Taxa (
waren und die bei allen Daphnia-Typen mit einem Erfolg von 80-96 % amplifiziert
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wurden (Abbildung 3.4). Nur 4 Mikrosatelliten-Primer waren daher als Marker geeignet, um

die genetische Variation in der Daphnia-Population im Belauer See zu untersuchen.

Validitdit der Mikrosatelliten-Marker fiir geringe DNA-Mengen

Die Eignung der Mikrosatelliten-Marker fiir geringe DNA-Mengen wurde an Miittern und
direkt an ihren Subitaneiern getestet. Da erwartet werden kann, dafl asexuell produzierte Su-
bitaneier genetisch identisch mit der Mutter sind, sollten aus der Analyse dieser ,,unabhdngi-
gen Proben® identische Ergebnisse resultieren. Allerdings beobachteten Bacci et al. (1961)
und Kaestner (1967) eine Endomeiose wéhrend der parthenogenetischen Reproduktion. In
diesem Stadium der Zellteilung verbinden sich Bivalente ohne die Anaphase zu durchlaufen.
Als Folge konnen Rekombinationsereignisse fiir asexuell entstandene Eier und damit eine
Produktion von nicht-klonalem Nachwuchs nicht ausgeschlossen werden. Hebert & Ward
(1972) demonstrierten jedoch bei Miittern und den aus deren Subitaneiern geschliipften
Daphnien durch die Allozym-Analyse die rein klonale Reproduktion wihrend der Partheno-
genese. Im Vergleich zu den Allozymen mit einer geringen Mutationsrate (Voelker et al.,
1980), zeigen Mikrosatelliten eine hohere Variabilitidt und schnellere Evolution (Bruford &
Wayne, 1993; Ellegren, 1993; Tautz et al., 1986). Daher sollten Mikrosatelliten-Marker bes-
ser als Allozym-Marker geeignet sein, eventuelle Unterschiede zwischen Miittern und Subi-

taneiern aufzudecken.

Trotz der vergleichsweise hoheren Auflésung wurden nach der Mikrosatelliten-Analyse aus-
schlieBlich identische Allele bei Miittern und ihren Subitaneiern festgestellt (Abschnitt
. Auf der einen Seite bestitigt dies die Annahme der klonalen Reproduktion. Die
Endomeise kann zwar nicht grundsétzlich ausgeschlossen werden, sollte sie dennoch stattfin-
den, dann vermutlich nur als seltenes Ereignis. Andererseits zeigt das identische Banden-
muster bei Miittern und Tochtern dariiber hinaus die Validitdt der genetischen Marker, beson-

ders auch bei so geringen DNA-Mengen, wie sie in den Eiern vorhanden sind.

Linkage-Analyse der Mikrosatelliten-Loci

Ein wichtiges Kriterium und Voraussetzung fiir einige populationsgenetische Analysen, wie
z.B. die Populationsdifferenzierung mit einem Exakten Test (Abschnitt , ist die unab-
hiangige Vererbung (/inkage equilibrium) der Allele verschiedener Loci. Fiir Daphnia kann
bei der Linkage-Analyse eine Kopplung der Loci nicht ausgeschlossen werden, wenn alle

analysierten Individuen beriicksichtigt werden (Tabelle 3.4). Allerdings reproduzieren sich
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Daphnien den groften Teil des Jahres parthenogenetisch. Wiahrend dieser Zeit wird die DNA
nicht neu rekombiniert, sondern identische Kopien des Genoms werden an die Tochter wei-
tergegeben. Der Anteil eines D. cucullata-Klons im Herbst betrug, beispielsweise, tiber 90 %
(Abschnitt . Daher wurde fiir eine weitere Analyse jeweils nur ein Individuum eines
Klons beriicksichtigt. In[Tabelle 3.3 ist zu erkennen, daB lediglich bei den D. cucullata-
Mainnchen, von denen sehr wenige gefangen wurden, und die fiir weitere Analysen keine Be-
deutung haben, sowie bei den D. hyalina-Weibchen mit Dauereiern und bei ihren Dauereiern
eine Abweichung von der unabhingigen Vererbung festgestellt wurde. Eine Kopplung der
Mikrosatelliten-Locus-Kombination Dpu 6/45 wurde zwar bei den D. hyalina-Dauereiern
aber weder bei den D. hyalina-Weibchen mit Dauereiern noch bei den D. hyalina-Miannchen
gefunden. Da die Dauereier die rekombinierte DNA der Weibchen und Méannchen beinhalten,
wurde bei den Dauereiern ebenfalls keine Kopplung dieser Loci erwartet. Bei einer Linkage-
Analyse der D. hyalina-Teilpopulation, die aus den Weibchen mit Dauereiern, ihrer Dauereier
und der Ménnchen besteht, wurde festgestellt, daB3 die Mikrosatelliten-Loci unabhingig von-
einander vererbt werden. Dies und die korrigierte Linkage-Analyse nach Bonferroni zeigen,
daBl die Mikrosatelliten-Loci auch bei den Dauereiern, ebenso wie in der parentalen Genera-
tion, unabhingig voneinander sind. Damit wird eine unabhéngige Vererbung der Mikrosatel-

liten-Loci angenommen, was filir weitere Analysen eine wichtige Voraussetzung erfiillt.

4.1.3 Einflul des Probenumfangs auf die Genauigkeit der genetischen Analyse

In dieser Arbeit wurden unterschiedlich grof8e Teilproben analysiert, durchschnittlich 42
Daphnien. Dies bildet ein grundséatzliches Problem bei der Genauigkeit der genetischen Ana-
lyse. Es konnte jedoch gezeigt werden, da3 die Streuung der Werte fiir die genetische Varia-
tion (Heterozygositit, Gendiversitéit) schon bei der Analyse von nur wenigen Daphnien gering
1st (m Dieses wird auch durch einen Vergleich der genetischen Variation von
unterschiedlich groBen Proben unterstiitzt (Abbildung 3.§). Im Mirz 99 wurde am ersten

Probenahmetag im Vergleich zu den beiden folgenden Probenahmetagen, fast die 6-fache

Anzahl D. cucullata analysiert. Dennoch sind die Heterozygositit und die Gendiversitit an

diesen drei Probenahmetagen dhnlich (Abbildung 3.9)) und liegen im Rahmen der ermittelten
Streuung (Abbildung 3.5)). Es kann daher angenommen werden, dafl die genetische Variation

schon bei einem geringen Probenumfang représentativ ist.
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4.1.4 Vergleich von Allozym- und Mikrosatelliten-Analyse

Bei der Untersuchung der genetischen Populationsstruktur bei Daphnien, sind Allozym-Ana-
lysen weit verbreitet (z.B. Cerny & Hebert, 1999; GieBler, 1997; Hebert & Finston, 1996;
Weider et al., 1999). Neuerdings werden aber auch Mikrosatelliten-Analysen aufgrund ihrer
vermutlich hoheren genetischen Auflosung vermehrt eingesetzt (Ender et al., 1996; Palsson,
2000; Reid et al., 2000). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Allozym- und die Mikrosatel-
liten-Analyse miteinander verglichen, um zu ermitteln, inwieweit eine hohere genetische
Auflosung durch die Mikrosatelliten-Marker auch bei Daphnia erreicht werden kann. Dazu
wurden exemplarisch fiir einen Teil der D. galeata-Probe vom Mérz *98 entweder eine Allo-
zym- oder eine Mikrosatelliten-Analyse durchgefiihrt. Insgesamt wurden nach
der Mikrosatelliten-Analyse mehr Allele registriert, obwohl die Anzahl der analysierten
Daphnien wesentlich geringer war. Fiir die gesamte analysierte D. galeata-Population *98/°99
wurden insgesamt 29 Allele fiir die vier Mikrosatelliten-Loci festgestellt (.
Wihrend angenommen werden kann, dafl die Anzahl der Mikrosatelliten-Allele auch fiir die
Mairz-Daphnien mit zunehmender Probenahmegroe noch ansteigt, ist dies aufgrund vorheri-
ger Studien (GieBler, 1997) fiir Allozym-Allele der Mérz-Daphnien nicht zu erwarten. Die
verwendeten Mikrosatelliten-Marker haben demnach gegeniiber den Allozym-Markern einen

hoheren Polymorphismus.

Die Auswirkung der vergleichsweise hoheren Auflosung der Mikrosatelliten-Marker zeigt
sich auch bei der ermittelten genetischen Variation . Die Heterozygositét (H) und
die Gendiversitit (D) sind deutlich geringer nach der Allozym-Analyse (H=0,31; D =0,30),
als nach der Mikrosatelliten-Analyse (H = 0,73; D =0,63). Dies gilt auch wenn der fixierte
Locus GOT bei den Allozymen unberiicksichtigt bleibt. Die Tests auf Abweichungen vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) zeigen dhnliche Ergebnisse fiir die Allozym- und
Mikrosatelliten-Loci, mit einer leichten Tendenz zum Heterozygoten-Uberhang. Die Mikro-
satelliten-Analyse ermoglicht es, genetische Strukturen in der Daphnien-Population im Be-
lauer See in einem Maf3e aufzuldsen, wie dies durch eine Allozym-Analyse mit einer dhnli-
chen Anzahl von Loci nicht moglich wire. Dies bedeutet jedoch auch, daB3 die Ergebnisse von
Allozym- und Mikrosatelliten-Analyse nicht direkt vergleichbar sind. Trotz dieser Einschrin-
kung in der Vergleichbarkeit mit anderen Arbeiten, kommt der Mikrosatelliten-Analyse eine
gro3e Bedeutung zu, nicht zuletzt aufgrund der Moglichkeit aus geringen und teilweise dege-
nerierten Proben noch genetische Information zu erhalten (Abschnitt . Gegeniiber der
Allozym-Analyse hat die Mikrosatelliten-Analyse den Vorteil, da3 die Moglichkeit besteht,



Diskussion 111

Eier zu analysieren, auch wenn diese noch nicht geschliipft sind oder nie schliipfen werden.
Zusammen mit der hohen Auflosung bieten diese Moglichkeiten der Mikrosatelliten-Analyse

eine wertvolle Methode zur genetischen Analyse.

4.1.5 Hybride im Belauer See

Hybride entstehen bei der Paarung verschiedener Arten, so dal vormals voneinander isolierte
Genome zusammen gebracht werden (Darwin, 1859). Durch die Hybridisierung entstehen
neue Genotypen. Mit Hilfe sensitiver genetischer Marker konnten Hybrid- und Parentale-
Genotypen bei zahlreichen Pflanzen, aber auch bei Tieren, entdeckt und unterschieden wer-
den. Bei den verschiedensten Tiergruppen, wie z.B., Insekten, Fischen, Vogeln und Sédugetie-
ren, wurden interspezifische Hybride nachgewiesen (Harrison, 1990). Fiir Végel und Insekten
ist bekannt, daB3 diese aus 10 % hybridisierender Arten bestehen (Bullini, 1994; Grant &
Grant, 1992). Die Bildung von interspezifischen Hybriden wird bei Pflanzen sogar auf einen

Anteil von 50 - 70 % geschitzt (Stace, 1987).

Studien der Demographie, der Lebenszyklus-Parmeter (Life History Characteristics) und der
Verhaltensokologie (Boersma, 1994; Spaak, 1994; Weider, 1993) haben die 6kologische Re-
levanz der interspezifischen Hybridisierung bei Daphnia gezeigt. D. galeata, D. hyalina und
D. cucullata gehoren zum D. longispina-Komplex und bilden drei interspezifische Hybride
(Stiddeutschland: GieBler, 1987, Bohemia: Hebert et al., 1989; Niederlande: Spaak &
Hoekstra, 1993; Norddeutschland: Wolf & Mort, 1986). Auch im Belauer See wird das Auf-
treten von Hybriden erwartet. Wolf & Mort (1986) wiesen 1984 D. hyalina x galeata sowie
D. galeata x cucullata im Belauer See nach. Spaak (1995) fand dort eine Decade spéter nur
noch D. galeata x cucullata. Die Hybride von D. hyalina x D. cucullata wurden im Belauer

See bisher nicht gefunden.

Theoretisch sind fiir den Nachweis von Hybriden fixierte, d.h. homozygote, Loci erforderlich,
die fiir die einzelnen Taxa charakteristisch sind. Die Mikrosatelliten-Sequenzen der vier un-
tersuchten Loci waren fiir D. cucullata hdufig homozygot und zeigten fiir den Locus Dpu 122
ein Allel, da3 nur selten bei den anderen Taxa gefunden wurde. Wenn dieses Allel allerdings
bei den anderen beiden Taxa vertreten war, dann nur in Kombination mit den Allelen der
iibrigen Loci (Dpu 6, 30, 45), die charakteristisch fiir homozygote D. cucullata waren. Daher

wird vermutet, daf3 es sich bei den D. galeata und D. hyalina, die das bei diesen Taxa selten
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vorkommende Allel des Locus Dpu 122 besalen, um Hybride handelt. Somit ist denkbar, mit
den verwendeten Mikrosatelliten-Markern bei maternalen D. galeata und D. hyalina Hybridi-
sierungen mit D. cucullata (D. galeata x cucullata, D. hyalina x cucullata) nachzuweisen.
Dagegen kann bei maternalen D. cucullata zwar eine Hybridisierung angenommen werden,
aber nicht zwischen Hybridisierungen mit D. galeata oder D. hyalina unterschieden werden.
Auch Hybride zwischen D. hyalina und D. galeata sind nicht nachweisbar. Der Nachweis von
Hybriden mit den verwendeten Mikrosatelliten-Markern ist daher nur unter Vorbehalt durch-

fihrbar.

Eine vorsichtige Schitzung nach der Mikrosatelliten-Analyse ergibt, dal in der gesamten
Probe der Daphnien im Pelagial 5,1 % der D. galeata, 2,2 % der D. hyalina und 21,5 % der
D. cucullata als Hybride identifiziert werden. Ahnliche Werte werden auch fiir die Dauereier

im Sediment erhalten.

Im Gegensatz zu anderen Seen, z.B. Plullsee (P1on, Schleswig Holstein), wo Hybride zeit-
weise liber 90 % der Population darstellen (Denk, 1998), bilden Hybride im Belauer See nur
einen relativ geringen Anteil der Population. Wolf & Mort (1986) stellten 1984 einen Anteil
der Hybride von etwa 20 % fest, wiahrend Spaak (1995) 1994 hingegen nur einen Anteil von
weniger als 5 % ermittelte und keine D. galeata x D. hyalina finden konnte. Dies stimmt mit
den Beobachtungen iiberein, dal3 die sexuellen Phasen von D. galeata im Sommer *99 (Mai)
und von D. hyalina im Herbst 99 (Oktober - Dezember) zeitlich getrennt stattfanden. Die
Verschiebung der sexuellen Phasen schrinkt vermutlich die Moglichkeiten einer Hybridisie-

rung zwischen den beiden Taxa ein.

Eine erfolgreiche sexuelle Reproduktion der Hybride (Riickkreuzung) beim D. longispina-
Komplexes wurde bisher selten gefunden (Hebert et al., 1989; Taylor & Hebert, 1992; Wolf
& Mort, 1986). Daher ist zwar die Entstehung von Hybriden wéhrend der Phase der sexuellen
Reproduktion zu erwarten, ihr EinfluB3 auf die Populationsstruktur der sich sexuell rekombi-
nierenden Daphnien wird aber als eher gering bewertet. Interspezifische Hybridisierung kann
bei Arten, die einen geringen Polymorphismus zeigen zu einer deutlichen Verdnderung in den
Allelfrequenzen fithren und die genetische Variation stark beeinflussen. Dies wird bei

D. cucullata deutlich. Im Sommer des Jahres 1999 wurde ein starker Anstieg der genetischen

Variation bei D. cucullata beobachtet (Abbildung 3.9). Der Kurvenverlauf von Mirz bis

August ’99 ist vor allem durch das Auftreten von heterozygoten D. cucullata geprigt, bei
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denen es sich moglicherweise um Hybride handelt. Wahrend dieser Zeit wurden 88 % aller
D. cucullata-,,Hybride* im Jahre 1999 gefangen. Der Verlauf der genetischen Variation 140t
sich daher vermutlich teilweise auf das Schliipfen und die anschliefende Selektion von

Hybriden aus dem Sediment zuriickfiihren. Die genetische Variation bei D. galeata und

D. hyalina dagegen ist vergleichsweise hoch (Abbildung 3.7), so daB ein starker EinfluB

durch Hybride unwahrscheinlich ist.

Mit den in dieser Arbeit verwendeten Mikrosatelliten-Markern war nur eine grobe Einschét-
zung der Anteile an Hybriden moglich. Der Anteil der Hybride im Belauer See wird danach
als gering erachtet. Grundsitzliche Aussagen dieser Arbeit verdndern sich dadurch nicht. Die
Entwicklung weiterer Mikrosatelliten-Marker, mit denen Hybride eindeutig identifiziert wer-
den konnen, wire sicherlich lohnenswert, auch im Hinblick auf die Dynamik der interspezi-

fischen Hybridisierung insbesondere bei den Dauereiern.

4.1.6 Bestimmung der klonalen Struktur bei ilteren Dauereiern

Das DNA-Molekiil dient der dauerhaften Speicherung von genetischer Information. Als
solche ist die DNA relativ stabil und unempfindlich. Wahrend die paldobiologischen Untersu-
chungen von Tieren und Pflanzen anhand konservierter Skelette und Pollen (Hagelberg et al.,
1991; Hofmann, 1999; Wiethold, 1996) verbreitet sind, besteht bei der Analyse der DNA das
Problem, daB das Molekiil zerfillt oder durch duBere Einfliisse verindert wird. Altere DNA
kann, z.B., durch endogene hydrolytische Prozesse, Strahlung und Oxidation, die u.a. zu ko-
valenten Bindungen zwischen den Basen der komplementéren DNA-Striange (intermolekulare
Crosslinks) fithren kann, modifiziert werden (Paibo, 1989). Dabei wurde keine Korrelation
zwischen der Anzahl der auftretenden Schdden und dem Alter der DNA festgestellt. Vielmehr
scheinen DNA-Schéadigungen von der Art der Konservierung des Organismus abhédngig zu
sein. Das Sediment eines Sees bietet ausgezeichnete Bedingungen fiir die Konservierung von
DNA. Im anaeroben Sediment ist die DNA weitestgehend vor oxidativen Modifikationen und
auch vor Strahlung geschiitzt. Die Temperatur im Sediment wirkt sich ebenfalls positiv auf
die Konservierung aus (Hoss, 2000). Bei Daphnia werden die Dauereier und somit auch die
DNA zusitzlich durch das Ephippium vor duBleren Einfliissen geschiitzt (Zaffagnini, 1987).

Ephippien, die einige hundert Jahre alt sind, konnen duferlich nicht von denen unterschieden

werden, die mehrere tausend Jahre alt sind (Abbildung 3.28). Obwohl die Dauereier ausge-

trocknet und nicht mehr schliipffiahig sind, erscheinen sie ansonsten unversehrt. Unter diesen
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Voraussetzungen kann erwartet werden, dal DNA aus den Dauereiern im Sediment isoliert

werden kann, um paldolimnologische Studien durchzufiihren.

Die Amplifikation und die anschlieBende Analyse der DNA aus dlteren Dauereiern, wird
vermutlich durch die Fragmentierung und die chemische Veridnderung der DNA-Molekiile
behindert. Daher konnen in der Regel nur kiirzere Fragmente (ca. 250 Bp) erfolgreich ampli-
fiziert werden (z.B. Hoss, 1995; Paidbo et al., 1989; Poinar et al., 1996). Obwohl die verwen-
deten Mikrosatelliten-Marker diese Bedingung erfiillten (< 160 Bp), gelang die erfolgreiche
Amplifikation élterer Dauerei-DNA bisher nur bei wenigen Individuen. Es wurde versucht
falsch-positive Ergebnisse auszuschlieBen, indem fiir jeden Mikrosatelliten-Locus zwei
getrennte PCRs angesetzt wurden. Nur bei Ubereinstimmung beider PCR-Ergebnisse wurde
das Ergebnis anerkannt. Die geringe DNA-Menge, die in den Dauereiern enthalten ist (250
Zellen, Vollmer, 1912), in Kombination mit den nicht idealen D. pulex-Primer-Paaren, die
schon zu einer verminderten Amplifikation bei rezenten Dauereiern gefiihrt haben, erschwer-
ten zusdtzlich die genetische Analyse. Die vermutete Fragmentierung der DNA in den Dauer-
eiern konnte auch die Ursache dafiir gewesen sein, dal es nicht gelang mitochondrielle 12S
rDNA-Fragmente (280 Bp) fiir eine SSCP-Analyse zu amplifizieren. Fiir zukiinftige geneti-
sche Analysen élterer Dauereier ist daher die Entwicklung von Mikrosatelliten-Primern mit
einer groBeren Spezifitit fiir die D. longispina-Gruppe sinnvoll. Fiir die SSCP-Analyse dlterer
Dauereier scheint es notwendig, ein anderes System zu etablieren. Dabei ist vorstellbar, ent-
weder neue Primer zu entwickeln und kiirzere, diagnostische Fragmente zu amplifizieren oder
iiberlappende Primer-Paare zu verwenden. Die ldngeren Fragmente konnten dann aus kiirze-

ren Teil-Fragmenten abgeleitet werden.

4.2 Populationsstruktur der Daphnien im Belauer See

In den folgenden Abschnitten wird die Populationsstruktur der Daphnien im Belauer See un-
tersucht. Die Bedeutung der Dauereier fiir die Population im Pelagial wird anhand der Bil-
dung der Dauereier in der Population und der Riickkehr der aus Dauereiern geschliipften
Daphnien ins Pelagial diskutiert. Die Rolle der treibenden Dauereier wird dabei ebenfalls un-
tersucht. Die Auswirkungen der sexuellen Reproduktion auf das Hardy-Weinberg-Gleichge-
wicht (HWE) und die Bedeutung der maternalen Linien fiir die genetische Struktur von
D. cucullata werden behandelt. Der letzte Abschnitt befalt sich mit den Dauereiern im Sedi-

ment als paldolimnologische Datenbank.
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4.2.1 Bedeutung der Dauereier im Sediment

Der Lebenszyklus von Daphnia ist den grofiten Teil des Jahres durch die Parthenogenese
sowie wihrend weniger Wochen oder Monate durch eine Kombination von Parthenogenese
und sexueller Reproduktion gekennzeichnet. Als Produkt der sexuellen Reproduktion hiufen
sich die Dauereier im Sediment an und es entsteht, analog zu der Samenbank bei Pflanzen, ein
Dauerei-Reservoir oder eine Dauereibank. Im Rahmen dieser Arbeit soll die Bedeutung der
Dauereier im Sediment fiir den Belauer See anhand zweier Hypothesen diskutiert werden. Die
erste Hypothese besteht in der Annahme, da3 die Dauereier im Sediment ein Spiegel ver-
gangener Populationen sind. Unter dieser Annahme ist es moglich, die Geschichte und
Struktur vergangener Daphnien-Populationen abzuleiten (Frey, 1958; Kerfoot, 1974). Dazu
wird vorausgesetzt, dafl alle Klone der Population Dauereier produzieren und nicht nur
bestimmte Klone, und dal die Dauereier nach der Hautung ins Sediment absinken und nicht
an die Wasseroberfldche treiben. Zudem mul} der groBte Teil der Dauereier im Sediment
verbleiben und ein eventuelles Schliipfen unabhédngig vom Genotyp erfolgen (unselektives
Schliipfen). In der zweiten Hypothese wird postuliert, dal Dauereier im Sediment, ebenso wie
Samenbanken, als aktive Elemente betrachtet werden konnen, die die Evolution verlangsamen
konnen (Brown & Venable, 1986; Hairston & De Stasio, 1988). Die Dauereier entziehen sich
dem Einflul mikroevolutiondrer Prozesse. Bedingung fiir eine Verlangsamung der Evolution
ist, daf} die Dauereier eines Jahres iiber mehrere Jahre hinweg schliipfen. Je mehr Dauereier
aus dem Sediment schliipfen, desto weniger Dauereier verbleiben im Sediment und kdnnen
als Spiegel vergangener Populationen dienen. Je vollstdndiger dagegen die Dauereier im
Sediment die produzierten Dauereier darstellen, desto geringer wird der EinfluB3 der Dauereier
auf die Evolutionsrate sein. Diese widerspriichlichen Hypothesen werden daher anhand ver-
schiedener Prozesse untersucht. Im Folgenden werden im Hinblick auf die jeweilige Hypo-
these die Bildung der Dauereier in der Daphnien-Population, die Bedeutung der treibenden
Dauereier fiir die Dauereibank, Schliipferfolge und Abundanzen der Dauereier sowie selekti-

ves Schliipfen untersucht.
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4.2.1.1 Bildung der Dauereier in der Daphnien-Population

Wihrend der Phase der sexuellen Reproduktion einer Daphnien-Population produziert nur ein
geringer Anteil der Daphnien Dauereier, wihrend die meisten Daphnien Subitaneier produzie-
ren (Spaak, 1995). Dabei stellt sich die Frage, ob es sich bei den relativ wenigen dauereier-
produzierenden Weibchen um Klone handelt, die sich genetisch von den Weibchen, die

Subitaneier produzieren, unterscheiden.

Hinweise auf genetische Unterschiede sind bei D. galeata vom Mai *99 anhand der Frequen-
zen der haufigsten Klone bei Weibchen mit Dauereiern und Weibchen mit Subitaneiern zu
erkennen (Tabelle 3.12)). Die ephippien-tragenden Weibchen wurden zu iiber 70 % einem
Klon zugeordnet. Dagegen wurde dieser Klon nicht bei den Weibchen mit Subitaneiern ge-
funden. Aufgrund des geringen Probenumfangs besteht zwar die Moglichkeit, dal zu wenige
Weibchen mit Subitaneiern gefangen wurden, um diesen Klon nachzuweisen, dennoch ist es
unwahrscheinlich, daf} dieser mit dhnlichen Frequenzen auftritt. Die genetische Verschieden-
heit von Weibchen mit Subitaneiern und Weibchen mit Dauereiern zeigte sich auch nach
einem Test zur Populationsdifferenzierung (Tabelle 3.13). Demzufolge sind die beiden
Daphnia-Typen signifikant voneinander differenziert. Die Differenzierung hingt auch damit
zusammen, daf} sich die Weibchen mit Dauereiern im Vergleich zu den Weibchen mit Subi-

taneiern aus relativ wenigen Klonen zusammensetzten.

Auch bei D. hyalina sind deutliche Anhaltspunkte dafiir vorhanden, dal3 die Population wéh-
rend der Phase der sexuellen Reproduktion im Herbst *99 (Oktober - Dezember) genetisch
untergliedert werden kann. Die Phase der sexuellen Reproduktion dauerte bei D. hyalina we-
sentlich ldnger an als bei D. galeata. Dies ermdglichte, den Verlauf der genetischen Struktu-
rierung in der Population zu untersuchen. Genetische Unterschiede zeichnen sich zwischen

den D. hyalina-Typen bereits bei den Parametern Gendiversitit und Heterozygositidt ab

(Abbildung 3.17)). Die Heterozygositit der Weibchen mit Subitaneiern ist deutlich hdher als

die der Weibchen mit Dauereiern oder der Méannchen. Aber auch klonale Unterschiede sind
zu erkennen. Die Weibchen mit Subitaneiern konnten wéhrend des Herbstes zunehmend
einem Klon (Klon 6) zugeordnet werden (Tabelle 3.16). Dieser Klon war zu Beginn der
sexuellen Reproduktion kaum (4 %) nachweisbar, im Dezember jedoch bei 50 - 70 % der
gefangenen Weibchen mit Subitaneiern vertreten. Dagegen wurde Klon 6 zu keinem Zeit-
punkt im Herbst bei den Weibchen mit Dauereiern oder den Ménnchen gefunden (
. Unabhéngig davon war Klon 6 ebenfalls nicht bei den D. hyalina-Dauereiern im Sedi-
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ment, die wihrend der letzten 7 Jahre produziert worden waren, vertreten. Daher wird ange-
nommen, dafl Klon 6 keine Dauereier produziert und frei-schwimmend im Belauer See per-
sistiert. Obwohl Klon 6 sehr hdufig in der Wassersdule auftritt, ist dies nicht anhand der klo-

nalen Zusammensetzung im Sediment zu erkennen.

Ein weiterer Aspekt im Hinblick auf die genetische Untergliederung ist durch den Verlauf der
genetischen Variation in der D. hyalina-Population im Herbst dargestellt. Anhand der Prinzi-

piellen-Komponenten-Analyse (PCA) ist eine Entwicklung der Strukturierung im Herbst

erkennbar (Abbildung 3.18). Die Weibchen mit Dauereiern, ihre Dauereier und die Ménnchen

der sechs Probenahmetage liegen um den Nullpunkt. Demzufolge ist keine genetische Dif-
ferenzierung innerhalb der Gruppe der Weibchen mit Dauereiern und prinzipiell auch nicht
innerhalb der Gruppe der Minnchen im Verlauf des Herbstes erkennbar (Tabelle 3.18).
Lediglich die Miannchen eines Probenahmetages unterscheiden sich von denen der iibrigen
Probenahmetage. Im Gegensatz dazu steht die zunehmende Entfernung der Weibchen mit
Subitaneiern von der Gruppe der Weibchen mit Dauereiern, den Dauereiern und den Ménn-
chen. Die zunehmende Entfernung der Weibchen mit Subitaneier vom Nullpunkt hat auch
eine genetische Differenzierung zur Folge (Tabelle 3.18). Diese zunechmende Entfernung kann
mit der Entwicklung der Frequenzen der haufigsten Klone im Herbst erklért werden. Von den
fiinf haufigsten Klonen, die zu Beginn der sexuellen Reproduktion bei den Weibchen mit
Subitaneiern, den Weibchen mit Dauereiern und den Mannchen gemeinsam auftraten, wurde
spétestens nach der 3. Probenahme kein Klon mehr bei den Weibchen mit Subitaneiern ge-
funden (Tabelle 3.16). Im Gegensatz dazu waren die fiinf Klone durchgehend bei den Weib-
chen mit Dauereiern und den Miannchen im Herbst vertreten. Ebenfalls angetroffen wurden
diese fiinf Klone bei den bis zu 7 Jahre alten Dauereiern im Sediment. Daher kann angenom-
men werden, dal} diese fiinf Klone mit groBer Wahrscheinlichkeit bevorzugt Dauereier produ-
zieren. Die klonalen Unterschiede tragen auch zu einer genetischen Differenzierung zwischen
den Weibchen mit Subitaneiern und den Weibchen mit Dauereiern bzw. den Ménnchen bei
(Tabelle 3.17). Eine solche Differenzierung wurde fiir keinen der sechs Probenahmetage
zwischen den Weibchen mit Dauereiern, ihren Dauereiern und den Méannchen ermittelt. Dies
bedeutet, dall angenommen werden kann, daf die gleichen Klone sowohl Mannchen wie auch

Weibchen mit Dauereiern produzieren.
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Die Annahme, dafl wihrend der Phase der sexuellen Reproduktion in der D. hyalina-Popula-
tion genetisch zwei Gruppen unterschieden werden konnen, wird auch durch die UPGMA

unterstiitzt (Abbildung 3.19). Dabei ist die Anwendung einer UPGMA, die auf den Ergebnis-

sen der Mikrosatelliten-Analyse basiert, zunédchst kritisch zu betrachten. Die Verzweigungen
des Baumes basieren auf rekombinierter-DNA und nicht, wie z.B., bei mtDNA, auf Muta-
tionen. Die genetische Geschichte einer Population anhand der Mikrosatelliten-DNA wire
vermutlich treffender mit einem komplexen Netzwerk widerzugeben als mit einem geneti-
schen Baum (z.B. Hey, 2000; Smith, 1998). Dennoch erscheint die UPGMA als Darstellungs-
form anwendbar, da diese, wenn auch mit geringen Bootstrap-Werten, die Ergebnisse der
PCA verdeutlicht. Die Strukturierung in der Population zeigt sich auch anhand der UPGMA.
Es ist die Bildung zweier Gruppen erkennbar, wobei eine Gruppe lediglich aus den
D. hyalina-Weibchen mit Subitaneiern sowie den Weibchen ohne Eier besteht, die gegen

Ende des Herbstes gefangen wurden.

Die Ergebnisse der Mikrosatelliten-Analyse zeigen eine zunehmende genetische Strukturie-
rung der D. hyalina-Population, die sich im Verlauf des Herbstes in eine parthenogenetisch-
und in eine vorwiegend sexuell-reproduzierende Fraktion aufteilt. Da nur verhiltnisméBig
wenige Daphnien an der Produktion von Dauereiern beteiligt sind (Spaak, 1995) und diese
genetisch auch von den Weibchen unterschieden werden konnen, die sich parthenogenetisch
fortpflanzen, konnen die Dauereier im Sediment nicht als Spiegel vergangener Populationen
betrachtet werden. Dies wird auch dadurch unterstiitzt, dall manche dominante Klone im
Pelagial, aber nicht im Sediment, auftraten. Zudem trdgt die sexuelle Reproduktion zum Ent-
stehen neuer Klone im Sediment bei. Das fiihrt teilweise dazu, dall zwar die genetische Diver-

sitit, nicht aber auch die Heterozygositit, der parentalen Generation widergespiegelt wird

(Abschnitt .

4.2.1.2 Bedeutung der maternalen Linien fiir die Populationsstruktur von D. cucullata

Fiir D. cucullata wurden drei maternale Linien bestimmt, die wiahrend der Probenahmen zu
unterschiedlichen Anteilen aufgesammelt wurden. Es kann vermutet werden, da3 die mater-
nale Linie 205/220 durch eine Punktmutation aus der maternalen Linie 230/230 hervorgegan-
gen ist oder umgekehrt. Die maternale Linie 204/211 kann von den anderen beiden Linien
durch eine Vielzahl an Nukleotid-Substitutionen unterschieden werden (s. Anhang). Vermut-

lich ist diese Linie erst vor relativ kurzer Zeit in den Belauer See gelangt, da sie bei Probe-
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nahmen relativ selten gefangen wurde {(Abbildung 3.§) und keine Dauereier im Sediment (0 -

7 Jahre) auftraten. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, da3 diese maternale Linie
schon ldnger im Belauer See vorkommt, ohne da3 die Weibchen Dauereier produziert haben.
Dies wiirde wiederum ein Hinweis sein, dal das Sediment nicht als Spiegel vergangener
Populationen gelten kann. Wenn nicht alle maternalen Linien an der Bildung von Dauereiern
beteiligt sind, dann entziehen sich solche maternalen Linien dem Dauerei-Reservoir. Somit

wiirde das Sediment keinen Riickblick auf vergangene Populationen bieten.

4.2.1.3 Bedeutung von treibenden Dauereiern fiir die Dauereibank

Die Vorraussetzung fiir die Ansammlung der Dauereier im Sediment ist das Absinken der
Ephippien. Es gibt jedoch Beobachtungen, die zeigen, da nicht alle Ephippien diesen
Erwartungen entsprechen. Dauereier werden mit der Hautung der Daphnie, geschiitzt im
Ephippium, abgestoflen. Das Ephippium kann dann entweder ins Sediment absinken oder an
die Wasseroberfldche treiben. Ein Versuch zeigte, dal nur 5 % der Ephippien an die Wasser-
oberfliche trieben, wihrend 95 % absanken (Abschnitt §.3.1.1]. Durch die treibenden Dauer-

eier wird dem Dauerei-Reservoir im Sediment somit lediglich ein geringer Anteil entzogen.

Solange die Fraktionen der treibenden und der abgesunkenen Dauereier genetisch dhnlich
sind, beeintrachtigen die treibenden Dauereier nicht die Funktion des Sediments als Abbild
der produzierten Dauerei-Klone. Der Vergleich der hdufigsten Klonfrequenzen bei den abge-
sunkenen und den treibenden Dauereiern zeigt jedoch, da3 von den 8 Klonen nur 4 bei den
abgesunkenen und den treibenden Dauereiern gemeinsam auftraten (Tabelle 3.12)). Mog-
licherweise reicht die Auflosung der Mikrosatelliten-Marker nicht aus, um diese Klone noch
weiter zu differenzieren. Drei Klone (Klon 4, 5, 6) die nur bei den treibenden Dauereiern ge-
funden wurden, konnten nicht bei den bis zu 7 Jahre alten Dauereiern im Sediment nachge-
wiesen werden. Die treibenden Dauereier sind von der Gruppe der ephippien-tragenden
Weibchen genetisch differenziert (. Denkbar erscheint daher auch, da3 nur eine
bestimmte Teilgruppe der Weibchen Dauereier produzierte, die an die Wasseroberfldche trie-
ben. Bislang wurden im Belauer See nur treibende D. galeata-Ephippien im Spiilsaum gefun-
den, so da3 neben klonalen auch artspezifische Unterschiede in der Produktion von treibenden
und absinkenden Dauereiern auftreten konnen. Einerseits zeigen die Versuche, dafl nur von
einem geringen Anteil der Dauereier erwartet werden kann, dafl diese an die Wasserober-

fliche treiben. Andererseits ist die klonale Zusammensetzung der treibenden Dauereier unter-
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schiedlich von den Dauereiern im Sediment. Daher bildet das Sediment nicht die gesamte

Vielfalt der im Belauer See produzierten Dauereier ab.

Die Schliipfaktivitit der treibenden Dauereier wird zwar nicht durch Sediment gehemmit,
dafiir sind die Ephippien aber harschen Bedingungen, wie z.B., Frost, Trockenheit oder UV-
Strahlung, ausgesetzt. D. galeata-Dauereier, von denen angenommen werden konnte, dal3
diese im Mai ’99 produziert wurden, wurden im Mirz 00 aus dem Spiilsaum aufgesammelt.
Die Ephippien waren dulerlich gealtert und teilweise auch beschéddigt. Aulerdem wurde nur
eine geringe Anzahl aufgefunden. Dennoch zeugten Schliipfversuche von der Widerstands-
fihigkeit der Ephippien. Versuche ohne Sediment-Uberschichtung fiihrten bei den treibenden

Dauereiern aus dem Spiilsaum zu einem durchschnittlichen Schliipferfolg von ca. 13 %

(Abbildung 3.24). Fiir Dauereier als Verbreitungseinheiten ist das erfolgreiche Schliipfen

Voraussetzung fiir die Besiedelung neuer Habitate. Gegeniiber den Dauereiern im Sediment
des Belauer Sees haben treibende Dauereier vermutlich eine groBere Aussicht sich zu ent-
wickeln. Zugleich schrinkt die Wahrscheinlichkeit, daf treibende Dauereier durch passiven
Transport verbreitet werden und neue Habitate erschlieBen auch den EinfluB3 auf bestehende

Populationen im Belauer See ein.

4.2.1.4 Schliipferfolg und Abundanzen

Schliipferfolg

Die Unterbrechung der Diapause bei Daphnia-Dauereiern fiihrt in der Regel zum Schliipfen
der Daphnien. Durch eine Kombination aus verschiedenen Reizen, z.B. aus Licht, Temperatur
und Sauerstoff (Gilbert, 1974; Schwartz & Hebert, 1987; Stross, 1966) kann die Entwicklung
der Dauereier induziert werden. Der Schliipferfolg und die Abundanzen der Dauereier im
Sediment sind wichtige Kriterien, um die Bedeutung der Dauereier fiir den Belauer See zu

€rmessen.

Die Schliipfversuche wurden unter dhnlichen Bedingungen durchgefiihrt, die bei Weider et al.
(1997) bis zu 100 % Schliipferfolg fiihrten. Der Schliipferfolg der Dauereier aus der oberen
Sedimentschicht des Belauer Sees betrug durchschnittlich ca. 18 % bzw. 25 % (Abbildung |
B.22| [Abbildung 3.23)). Der Anteil der Dauereier, aus denen wihrend des Versuchs Daphnien

schliipften, nahm mit zunehmender Tiefe bis auf durchschnittlich 12 % ab. Auch der Zeit-
punkt des Schliipfens verzogerte sich tiefenabhéngig. Nach mehr als 38 Tagen schliipften fast
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keine Daphnien mehr, unabhingig davon aus welcher Sedimenttiefe die Dauereier stammten.
Diese Ergebnisse zeigen, daf} es sich bei den Dauereiern in den Sedimentabschnitten II bis IV
nicht um schliipfunfdhige Dauereier handelt. Mdglicherweise waren diese Dauereier im
Sediment ungiinstig positioniert, so da3 kein Reiz durchdrang, der die Diapause unterbrechen

konnte.

Im Belauer See werden die Dauereier, die absinken, innerhalb eines Jahres mit ca. 2 cm
Sediment iiberschichtet. Bei entsprechenden Schliipfversuchen mit Sediment-Uberschichtung

reduzierte sich der Anteil der Dauereier aus denen Daphnien schliipften von durchschnittlich

25 % im Kontrollansatz auf 1,6 % (|Abbildung 3.23). Die natiirlichen Bedingungen im See,

die sich, z.B., in der Temperatur, der Photoperiode, den Lichtbedingungen und dem Wasser-
druck unterscheiden, wurden nicht in den Schliipfversuchen simuliert, da eine Reproduktion
der natiirlichen Gegebenheiten unter Labor-Bedingungen kaum mdglich ist. Es war nicht Ziel
des Versuchs, den Schliipferfolg der Dauereier unter natiirlichen Bedingungen zu ermitteln,
sondern vielmehr den EinfluB3 des Sediments auf den Schliipferfolg zu ermessen. Dazu wur-
den die gleichen Versuchsbedingungen wie fiir die Schliipfversuche ohne Sediment-Uber-
schichtung gewdhlt, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. Trotz der artifiziellen Ver-
suchsbedingungen liegt der ermittelte Schliipferfolg in einer vergleichbaren Grof3enordnung
wie ihn Caceres (1998) mit weniger als 1 % bei Freilanduntersuchungen fiir den Oneida Lake
(New York State, USA) feststellte. Um sicherzustellen, da3 es sich bei den Dauereiern, die
mit Sediment-Uberschichtung zum Schliipfen exponiert wurden, nicht um schliipfunfihige
Dauereier handelte, wurden diese erneut zum Schliipfen ohne Sediment-Uberschichtung ex-
poniert. Der Schliipferfolg war deutlich hoher (4,6 %) als mit Sediment-Uberschichtung. Dies
zeigt, daB der geringe Schliipferfolg auf die Sediment-Uberschichtung und nicht nur auf die
Schliipfunfahigkeit der Dauereier zuriickzufiihren ist. Der Schliipferfolg der Dauereier bei der
Re-Exposition ohne Sediment mufl um so hoher eingestuft werden, da etliche Dauereier nach
einer Versuchszeit von 60 Tagen mit Sediment-Uberschichtung und der Exposition bei relativ
hoher Temperatur (12 °C) von Mikroorganismen befallen waren. Dies ist vermutlich auch der

Grund dafiir, daB8 der Schliipferfolg im Vergleich zum Kontrollansatz relativ gering ausfiel.

Die Schliipfversuche lassen erwarten, dafl der weitaus grofite Teil der Dauereier nicht ins
Pelagial zuriickkehrt, sondern im Sediment verbleiben wird. Somit kann das Sediment als
Spiegel der produzierten Dauereier gelten. Das Sediment wirkt als nahezu uniiberwindliche

Barriere fiir die Dauereier. Im Hinblick auf die Hypothese, daB3 Dauereier im Sediment die
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Evolutionsrate reduzieren konnen, postulierten Hairston & De Stasio (1988) ebenfalls einen
geringen Schliipferfolg fiir Diaptomus sanguineus-Dauereier in zwei Teichen. Sie konnten
aber auch zeigen, dal} eine geringe Sedimentationsrate in den Teichen ermoglichte, dal3 bis zu
5 Jahre alte Dauereier gleichzeitig schliipften. Die aus mehreren Jahren geschliipften Nauplien
unterschieden sich dadurch, daB sie zu unterschiedlichen Zeitpunkten Dauereier produzierten.
Die aus unterschiedlichen Jahren geschliipften Dauereier beeinfluBBten somit die Populations-
struktur. Diese Voraussetzungen sind flir den Belauer See nicht gegeben. Eine Schliipfaktivi-
tit ist hauptsiachlich von den Dauereiern der oberen 2 cm zu erwarten (Herzig, 1985). Dies
entspricht im Belauer See den zuletzt produzierten Dauereiern. Da das Sediment des Belauer
Sees stratifiziert ist und keinerlei Anzeichen von Bioturbation zeigt, ist es unwahrscheinlich,
daBl die Dauereier in den tieferen Sedimentabschnitten unter den natiirlichen Bedingungen im

Belauer See schliipfen. Die Zusammensetzung der Dauereier im Sediment unterscheidet sich

zudem jahrlich (Abbildung 3.21)), so daB8 auch nicht von einer stabilisierenden Wirkung der

Dauereier auf die Genotyp-Verteilung der aktiven Population ausgegangen werden kann. Es
i1st daher unwahrscheinlich, da3 die Evolutionsrate im Belauer See durch den Einflul} der

Dauereier verlangsamt wird.

Abundanzen
Eine Abschitzung der Dauerei-Abundanzen im Sediment ist essentiell, um die Bedeutung des
Dauerei-Reservoirs fiir den Belauer See zu ermessen. Dabei nimmt nicht zwangsldufig mit

zunchmender Tiefe, d.h. zunehmendem Alter der Dauereier, auch die Abundanz ab. Dies 1463t

sich besonders bei den élteren Sedimentschichten nachvollziehen (Abbildung 3.29). In den

vier obersten Sedimentabschnitten wurden Abundanzen von 1 - 2 Dauereiern pro Jahr und

cm’ festgestellt (Abbildung 3.20). Im Vergleich ist die Anzahl der Dauereier groBer als z.B.

mit < 1 fiir den Onondaga Lake (Caceres, 1998) festgestellt, aber geringer als > 10 im Boden-
see (Weider et al., 1997). Unter der idealisierten Annahme einer homogenen Verteilung der
Dauereier iiber das gesamte Sediment des Sees, bedeutet dies fiir den Belauer See mit einer
Wasseroberfliche von 1,1 km?, eine Produktion von iiber 23 Milliarden Dauereiern pro Jahr.
Bei einem angenommenen Schliipferfolg von maximal 1 - 2 % entspricht dies ca. 200 - 400
Millionen Daphnien, die jedes Jahr aus dem Sediment schliipfen. Bei der Berechnung muf3
jedoch bemerkt werden, daf bisher in Sedimentproben aus der Uferregionen keine Dauereier
gefunden wurden und sich die Anzahl der geschliipften Daphnien daher weiter verringern
konnte. Der Einflul der Dauereier auf die Daphnien-Population wird neben der Schliipfrate

auch noch von anderen Faktoren gesteuert. Einerseits zeigten Hanazato & Yasuno (1989)
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experimentell, da3 Daphnien, die in geringer Anzahl als Individuen im Pelagial {iberwintert
hatten, gegeniiber den Daphnien iiberlegen waren, die aus Dauereiern schliipften. Die
Daphnien, die iiberwintert hatten, hatten einen gréBeren Einflufl auf die Populationsstruktur.
Andererseits sind die Dauereier aber den Subitaneiern qualitativ liberlegen. Dies duBlerte sich
in einem rascheren Wachstum, einer schnelleren Entwicklung und einer hoheren Fruchtbar-

keit der Daphnien, die aus Dauereiern geschliipft waren (Arbaciauskas & Gasiunaite, 1996).

Wihrend die Rate der Evolution wahrscheinlich nicht durch die Dauereibank beeinfluflt wird,
da nicht anzunehmen ist, da3 Dauereier {iber mehrere Jahre hinweg schliipfen, kdnnen rezente
Dauereier aufgrund der Abundanzen fiir die Populationsstruktur der Daphnien im Pelagial von

Bedeutung sein (Abschnitt t.2.2).

4.2.1.5 Selektion beim Schliipfen

Da nicht alle Dauereier schliipfen, stellt sich die Frage, ob die Daphnien in dem Verhiltnis
schliipfen, indem sie auch im Sediment vorkommen. Dies gilt sowohl fiir die taxonomische
als auch fir die klonale Zusammensetzung der geschliipften Daphnien. Falls die genetische
Zusammensetzung von den Dauereiern im Sediment und den geschliipften Daphnien ver-
schieden ist, kann dies als Hinweis auf einen unterschiedlichen Schliipferfolg bei verschiede-
nen Daphnia-Taxa bzw. -Klonen im Belauer See gewertet werden. Durch den Einsatz von
Mikrosatelliten-Markern war es moglich diese Fragestellung zu untersuchen, da die geneti-

sche Zusammensetzung der Dauereibank mit dieser Methode ermittelt werden konnte.

Der tiberwiegende Anteil der Dauereier im Sediment wird dem Taxon D. galeata zugeordnet,

D. hyalina und D. cucullata kommen in geringeren Anteilen vor (Abbildung 3.25} [Fabelle

. D. galeata weist zundchst hohe Schliipferfolge (24 %) auf, die jedoch mit zunehmender
Sedimenttiefe abnehmen. D. cucullata zeigt allgemein niedrige Schliipferfolge, wéhrend
D. hyalina in den oberen drei Sedimentabschnitten einen gleichbleibend hohen Schliipferfolg
zeigt (24 - 27 %). Im letzten Sedimentabschnitt sind die Schliipferfolge sehr niedrig. Es wird
deutlich, dal} sowohl die einzelnen Taxa als auch die Dauereier aus den verschiedenen

Schichten unterschiedlichen Schliipferfolg zeigen.

Auch der Vergleich der genetischen Variation (Heterozygositit; Gendiversitdt) weist auf Un-

terschiede zwischen den geschliipften Daphnien und den Dauereiern im Sediment hin
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(Abbildung 3.26)). Tendenziell zeigen die geschliipften Daphnien eine hohere Heterozygositit

als die Dauereier im Sediment. Ebenso sind teilweise Unterschiede bei der Gendiversitét zu
beobachten. Wihrend der Anstieg der Heterozygositit dhnlich dem Heterozygoten-Uberschul3
in der Population verliuft und vielleicht auf eine Uberdominanz von Heterozygoten zuriickzu-
fithren ist, fiihrt eine Abnahme der Gendiversitit teilweise zum Verlust von genetischer In-
formation. Jegliche Unterschiede in Heterozygositit oder Gendiversitét entstehen zwangsléu-

fig durch selektives Schliipfen.

Der Vergleich der klonalen Zusammensetzung bei geschliipften Daphnien und Dauereiern aus
dem Sediment deckt ebenfalls genetische Unterschiede auf. Eine Analyse zur Populationsdif-
ferenzierung zwischen allen geschliipften Daphnien und Dauereiern aus dem Sediment weist
auf deutlich unterschiedliche Allelfrequenzen bei D. galeata und D. hyalina hin
B.20). Je geringer die Klonfrequenz ist, um so grofer ist der EinfluB des Zufalls beim
Schliipfen eines bestimmten Klons. Im Gegensatz dazu spielt bei Klonen, die mit groBeren
Frequenzen vorkommen, der Zufall eine zunehmend geringere Rolle. Schon bei der Betrach-

tung der hiufigsten Klone fillt auf, dall die Zusammensetzung der Dauereier in den verschie-

denen Sedimentabschnitten unterschiedlich ist (Abbildung 3.27). Weiterhin sind schon zwi-

schen den héufigsten Klonen der geschliipften Daphnien und den Dauereiern im Sediment
Unterschiede zu erkennen. Diese wurden auch durch eine Analyse zur Populationsdifferenzie-
rung bestétigt . Die Unterschiede sind darauf zuriickzufiihren, daf3 einige Klone
erfolgreicher schliipfen als andere (z.B. D. galeata-Klone 2 & 6). Daher kann auch nicht aus
der Zusammensetzung der Dauereier im Sediment direkt auf den EinfluB3 der Klone auf die
Daphnien-Population im Pelagial geschlossen werden. Weiterhin fiihrt dies dazu, daf3 die Zu-
sammensetzung der Dauereier im Sediment nicht dem entspricht, was an Dauereiern ins Se-
diment abgesunken ist. Besonders Klone, die sehr gut schliipfen und damit einen gréBeren
Einfluf auf die Population haben, sind im Sediment unterreprisentiert. Daher ist das Sediment

kein Spiegel der produzierten Dauereier mehr, sobald selektives Schliipfen stattfindet.

4.2.1.6 Bedeutung der Dauereier im Sediment - Synthese

Obwohl Daphnien mit zu den am besten untersuchten Zooplanktern gehoren, gibt es bisher
nur wenige Studien iiber die Auswirkung des Time-Dispersals auf die genetische Populations-
struktur bei Daphnia in Seen (Carvalho & Wolf, 1989; Hairston et al., 1999a; Weider et al.,
1997; Wolf & Carvalho, 1989). Wolf & Carvalho (1989) vermuteten, da3 an der Entstehung
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der Dauereibank keine speziellen genetischen Gruppen beteiligt sind, sondern da potentiell
alle Daphnien-Klone Dauereier produzieren kdnnen, da3 die Dauereibank représentativ fiir
die Daphnien-Population ist. Es ist bekannt, da3 hdufig nur ein geringer Anteil (<5 %) einer
Population Dauereier produziert (Belauer See, Spaak, 1995; Bodensee, Stich, 1989). In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dall der Anteil der dauerei-produzierenden Daphnien nur von
einer bestimmten, genetisch differenzierten Teilgruppe der Population gebildet wird. Nur
diese Gruppe ist an der Bildung der Dauereibank im Belauer See beteiligt (Abschnitt .
Andere Klone konnen zwar in hohen Frequenzen in der Population auftreten, sind aber nicht
in der Dauereibank vertreten. Auch die Klone einer maternalen Linie von D. cucullata wurden
bisher nicht bei den Dauereiern im Sediment gefunden (Abschnitt[4.2.1.2)). Klone, die bei den
treibenden Dauereiern in hohen Frequenzen auftraten, konnten ebenfalls nicht in der Dauer-
eibank nachgewiesen werden (Abschnitt . Zudem gibt es Hinweise auf ein selektives
Schliipfen der Klone aus dem Sediment (Abschnitt . Das wiirde bedeuten, daf3 es
durch das selektive Schliipfen zu einer Verschiebung der Klon-Frequenzen und unter Um-
stinden zu Verlusten von Klonen in der Dauereibank kommen kann. Die Dauereibank im
Belauer See kann daher nicht als Spiegel der Population betrachtet werden. Hochstwahr-
scheinlich ist die Dauereibank auch in anderen Seen kein Spiegel der Vergangenheit, obwohl
dies in manchen Studien vorausgesetzt wurde (Hairston et al., 1999a; Weider et al., 1997;

Wolf & Carvalho, 1989).

Es ist bekannt, daB8 Dauereier fiir das Uberleben von Daphnia in temporiren Gewissern, wie
z.B. in den Lebrader Fisch-Teichen (Schleswig-Holstein), die jéhrlich entwédssert werden,
essentiell sind. Der EinfluBl einer Dauereibank in tempordren Gewéssern kann sogar aus-
reichen, um eine Verlangsamung der Evolutionsrate in der Population zu bewirken (Hairston,
1996; Hairston & De Stasio, 1988). In den Seen ist dieser Einflu} fraglich. Hairston et al.
(1999a) untersuchten die O0kologische Anpassung von Daphnia an die Eutrophierung im
Bodensee. Sie lieBen Daphnien aus Dauereiern schliipfen, die vor, wihrend und nach der
Phase der Eutrophierung produziert wurden. Sie untersuchten die Resistenz gegen Microcystis
aeruginosa, ein toxisches Cyanobakterium, da3 wahrend der Eutrophierung auftrat. Hairston
et al. (1999a) zeigten, dall die Resistenz wihrend der Eutrophierung hoch war und nach dem
Ende der Eutrophierung die Varianz zunahm. Als mogliche Erklarung wird eine Reinvasion
durch Daphnien, die aus dlteren Dauereiern geschliipft sind, angefiihrt. Die Ergebnisse aus
dem Belauer See deuten jedoch darauf hin, da3 die Dauereier eines Jahres aufgrund der hohen

Sedimentationsrate und des ungestorten, geschichteten Sediments, nicht iiber mehrere Jahre
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hinweg schliipfen kénnen. Auch fiir den Bodensee, der ebenfalls ein geschichtetes Sediment
aufweist, kann angenommen werden, dafl die Dauereier nicht iiber mehrere Jahre oder sogar
Jahrzehnte hinweg schliipfen. Daher ist es auch unwahrscheinlich, daB3 die Variation der
Daphnien-Population im Pelagial durch das langjéhrige Schliipfen von Dauereiern aus dem

Sediment erklédrt werden kann.

Weider et al. (1997) konnten fiir den Bodensee zeigen, da3 die Allozym-Allelfrequenzen von
Daphnien, die aus Dauereiern unterschiedlichen Alters (bis 35 Jahre) geschliipft waren, sich
analog zu einer Periode starker Eutrophierung (1960 - 1970), dnderten. Sowohl Weider et al.
(1997) als auch Hairston et al. (1999a) schlossen aus der Zusammensetzung der Dauereibank
auf genetische Anderungen in der Zusammensetzung vergangener Daphnien-Populationen.
Da die Dauereier von den vergangenen Population produziert wurden, ist dies grundsitzlich
richtig. Dennoch muf} eine Verdnderung in der Zusammensetzung der Dauereibank nicht un-
bedingt auch eine genetische Anderung in der gesamten Population reprisentieren. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dall sowohl der Prozel3 der Entstehung als auch das Schliipfen
der Dauereier selektiv sind. In beiden Arbeiten besteht das Problem, dall die Dauereier nicht
direkt, sondern nur die daraus geschliipften Daphnien, untersucht werden konnten. Der
Schliipferfolg der Dauereier nimmt mit zunehmendem Alter der Dauereier ab. Wenn das
Schliipfen selektiv ist, stellen die geschliipften Daphnien keinen repridsentativen Teil der
Dauereier dar. Ein weiteres Problem tritt durch die eigentliche Entstehung der Dauereier auf.
Da Dauereier aus der sexuellen Reproduktion hervorgehen, miissen die entstandenen Klone
nicht unbedingt vorher in der Population vorhanden gewesen sein. Sie entstanden erst durch
die Rekombination. Daher kénnen die Aussagen, die auf den geschliipften Klonen basieren,
nur bedingt zutreffen. Es stellt sich weiterhin die Frage, welcher Anteil der Population Dauer-
eier produziert; der Teil der Population, der gut an die Umweltbedingungen adaptiert ist oder
der Teil der Population, der weniger gut adaptiert und moglicherweise sogar vom Aussterben
bedroht ist? Es kann nicht direkt entschieden werden, welcher Teil der Population die Dauer-

eier produziert hat.

Die Bedeutung der Daphnia-Dauereibank und des Time-Dispersals fiir eine Daphnia-Popula-
tion kann nur beurteilt werden, wenn auch die Prozesse verstanden werden, die zur Entste-

hung der Dauereibank gefiihrt haben.
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4.2.2 Einfluf} der Daphnia-Dauereier auf die genetische Struktur der Population im
Pelagial

Das Habitat des Zooplanktons ist rdumlich und zeitlich strukturiert (Dumont, 1967;
Hutchinson, 1967; Ragotzkie & Bryson, 1953). Ebenso sind sowohl rdumliche, d.h. vertikale
sowie horizontale Abgrenzungen (Weider, 1984), als auch zeitliche Abgrenzungen von
Daphnia-Genotypen (Carvalho, 1988; Spaak, 1996; Weider, 1985; Weider & Stich, 1992)
bekannt.

Auch im Belauer See ist eine zeitliche Verdnderung der genetischen Struktur der Daphnien-
Population zu erkennen. Bei allen drei Taxa sind Phasen zu erkennen, in denen geringe gene-
tische Distanzen auftreten, und Phasen, die von hohen genetischen Distanzen geprigt sind.
Bei D. hyalina sind die genetischen Distanzen zum Zeitpunkt der sexuellen Reproduktion im

Herbst gering. Im Gegensatz dazu sind die genetischen Distanzen im Friihling wesentlich

hoher (Abbildung 3.14)). Die Population im Herbst und im Friihling ist nach den Fsr-Werten

moderat differenziert ([Tabelle 3.9). Begleitet wird diese Differenzierung durch einen Wechsel
in den Allelfrequenzen (Abbildung 3.11)). Die ausgeprigte Verinderung der genetischen

Struktur im Friihling féllt zusammen mit dem erwarteten Schliipfen der Dauereier aus dem

Sediment. Ein weiterer Hinweis auf den Einfluf der Dauereier liegt in der Abnahme der

Heterozygositit im Frithling {Abbildung 3.7). Da die Dauereier eine geringere Heterozygosi-
tit (Abbildung 3.17} [Tabelle 3.14) besaBen als die Population im Herbst, konnte die Abnahme

der Heterozygositit auf geschliipfte Daphnien hinweisen. Dies wiirde bedeuten, dal3, auch
wenn die Dauereibank vermutlich keinen Einflu3 auf die Evolutionsrate in der Population hat,
die rezenten Dauereier, die schliipfen, die Populationsstruktur der Daphnien im Pelagial

dennoch beeinflussen konnen.

Auch bei D. cucullata sind die genetischen Distanzen im Herbst wéhrend der Phase der

sexuellen Reproduktion geringer als im Friihling und Frith-Sommer (Abbildung 3.15). Der
Herbst und Frith-Sommer sind nach den Fsr-Werten sehr stark differenziert ([Fabelle 3.10).

Diese Differenzierung ist wiederum durch einen Wechsel der Allelfrequenzen gekennzeichnet

(Abbildung 3.12). Wie bei D. hyalina stimmt auch bei D. cucullata der Wandel in der geneti-

schen Struktur mit dem erwarteten Schliipfen der Dauereier aus dem Sediment {iberein. Die

Heterozygositéit der Population nimmt in diesem Zeitraum stark zu (IAbbildung 3.7). Der An-

stieg der Heterozygositét kann jedoch zunichst nicht auf den EinfluB3 der D. cucullata-Dauer-

eier aus dem Sediment zuriickgefiihrt werden, da die Heterozygositidt der Dauereier nicht
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wesentlich unterschiedlich (Abbildung 3.26)) von der Heterozygositit in der Population war.

Aber auch andere, unkontrollierbare Faktoren, wie z.B. die Abundanzen ecinzelner Klone,
konnen von Bedeutung fiir die Entwicklung der Heterozygositit in einer Population sein.
Daher kann die Anderung der Heterozygositit nur als Hinweis auf den Einflu der Dauereier
aus dem Sediment gewertet werden. Andererseits konnte der starke Anstieg der Heterozy-

gositdt bei D. cucullata auch auf das Auftreten von Hybriden zuriickgefiihrt werden (Ab-

schnitt .

Fiir D. galeata ergibt sich ein dhnliches Bild wie bei D. cucullata und D. hyalina, allerdings

sind die Phasen zeitlich verschoben. Bei D. galeata sind die genetischen Distanzen im Herbst

am groBten, nicht im Friihling (Abbildung 3.13)). Die Daphnien vom Sommer und vom Herbst
zeigen nach den Fsp-Werten eine groflere Differenzierung ([Tabelle 3.8). Diese Differenzie-
rung wird von einem Wechsel der Allelfrequenzen begleitet (Abbildung 3.10)). Unter der Vor-

aussetzung, dafl das Muster der genetischen Distanzen durch das Schliipfen der Dauereier und
die Phase der sexuellen Reproduktion bestimmt wird, ist zu erwarten, dall bei D. galeata im
Sommer die sexuelle Reproduktion stattfindet, und daB3 im Herbst die Dauereier schliipfen.
Wie erwartet produzierte D. galeata im Sommer Dauereier und demzufolge miiite, gemal
dem Muster von D. hyalina und D. cucullata, das Schliipfen der Daphnien aus dem Sediment

im Herbst und nicht im Friihling zu erwarten sein. Da die Heterozygositidt der Dauereier im

Sommer niedriger war als die der Population (Abbildung 3.16} [Tabelle 3.11), konnte die Ab-

nahme der Heterozygositit zu Beginn des Herbstes (|Abbildung 3.7) ein Anzeichen auf den

Einfluf3 der Dauereier aus dem Sediment sein.

Fiir alle drei Taxa ist nachvollziehbar, dall die genetischen Distanzen wiahrend der Phase der
sexuellen Reproduktion, weniger ausgeprigt sind als zu der Zeit, in der das Schliipfen von
Daphnien aus dem Sediment erwartet wird. Die zeitlich verschobenen Phasen der sexuellen
Reproduktion, im Herbst bei D. hyalina und D. cucullata und im Sommer bei D. galeata,
fiihren vermutlich auch zu einer unterschiedlichen Terminierung des Schliipfens der Dauer-

eier aus dem Sediment.
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4.2.3 Auswirkung der sexuellen Reproduktion auf das HWE

Als diploider Organismus mit immenser Populationsgrofle erfiillen Daphnien zunichst
grundlegende Annahmen des Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE). Als zyklisch partheno-
genetische Organismen hingegen widersprechen Daphnien zumindest teilweise einer Vorraus-
setzung des HWE, der sexuellen Reproduktion. Daher wird nicht unbedingt von einer Uber-
einstimmung mit dem HWE, fiir den Teil einer Population, der sich asexuell fortpflanzt bzw.
der asexuell entstanden ist, ausgegangen. Dauereier hingegen, als erste sexuell entstandene
Generation, sollten Ubereinstimmung mit dem HWE zeigen oder sich diesem anniihern, so-
fern ihrer Entstehung die zufédllige Paarung vorausgegangen ist. Da sich die Daphnien, die an
der Produktion von Dauereiern beteiligt sind, genetisch von den Daphnien abgrenzen lassen,
die wihrend dieser Zeit Subitaneier produzieren (Abschnitt f.2.1.1), wurden diese Gruppen

getrennt analysiert.

Sowohl D. hyalina- als auch D. galeata-Dauereier ndhern sich dem HWE an und entsprechen

damit den Erwartungen (Tabelle 3.11} [Tabelle 3.14). Bei D. galeata-Dauereiern wird dies

durch eine Abnahme des Anteils heterozygoter Dauereier erreicht (Abbildung 3.16). Die

Gendiversitit, die der erwarteten Heterozygositdt nach HWE entspricht, ist dagegen mit der
Gendiversitit der Weibchen mit Dauereiern vergleichbar. Dies bedeutet fiir die Dauereier im
Sediment, daB3 diese zwar die Gendiversitit eines Teils der Daphnien-Population, der Weib-
chen mit Dauereier und der Ménnchen, im Pelagial reflektieren, nicht aber, dal anhand der
Dauereier im Sediment auch die Heterozygositdt der Daphnien im Pelagial abgeleitet werden
kann. Moglicherweise gibt es in der D. galeata-Population einen Selektionsvorteil der hetero-
zygoten Daphnien. Dies kann mit den Mikrosatelliten-Markern, die als neutrale Marker gel-
ten, jedoch nicht liberpriift werden. Allerdings ist eigentlich von neutralen Markern zu erwar-
ten, daB3 die Vererbung grundsitzlich dem HWE folgt. Wenn Mikrosatelliten-Loci aber in der
unmittelbaren Nachbarschaft eines Gens liegen, sind sie mit diesen gekoppelt, und somit
konnte ein Heterozygoten-Uberschu3 bei D. galeata-Weibchen als Hinweis auf einen Selek-
tionsvorteil fiir heterozygote Daphnien gedeutet werden. Dieser Selektionsvorteil wiirde dann
durch die sexuelle Reproduktion zu Gunsten des HWE, zumindest teilweise, eingebiifit. Im
Gegensatz zu D. galeata befinden sich D. hyalina-Weibchen mit Dauereiern und D. hyalina-
Minnchen ebenso wie die D. hyalina-Dauereier nahezu im HWE. Bei den D. hyalina-Weib-
chen mit Subitaneiern kann dagegen ein Heterozygoten-UberschuB festgestellt werden. Die

Anndherung der D. hyalina- und D. galeata-Dauereier an das HWE kann als Anzeichen einer
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zufdllige Paarung innerhalb der Gruppe der sich sexuell-reproduzierenden Daphnien gewertet

werden.

4.2.4 Bedeutung der Dauereier im Sediment als paliolimnologische Datenbank

Die molekulare Archdologie befallit sich mit evolutiondren Verwandtschaftsbeziehungen und
der Populationsgenetik ausgestorbener Arten anhand der Analyse der mtDNA. Das Gebiet der
molekularen Archdologie gewinnt seit Mitte der 80ziger Jahre an Bedeutung. Zu den spekta-
kuldrsten Arbeiten zdhlen Untersuchungen an 140 Jahre alten Quaggas (Higuchi et al., 1984),
3300 Jahre alten Moas (Cooper et al., 1992), an einer 17 Millionen Jahre alten Magnolie
(Golenberg et al., 1990), an einer 30 Millionen Jahre alten Termite in Bernstein (DeSalle et
al., 1993) oder an einem 120 - 135 Millionen Jahre alten Riisselkéfer in Bernstein (Cano et al.,
1993). Auch menschliche archdologische Funde wurden untersucht (z.B. Haas et al., 2000;
Handt et al., 1996; Hénni et al., 1994; Krings et al., 1997; Ovchinnikov et al., 2000). Haufig
wird jedoch die Authentizitdt der Ergebnisse kontrovers diskutiert, da die Gefahr der Konta-
mination durch rezente DNA hoch ist und die Ergebnisse teilweise in keinem anderen Labor
reproduziert werden konnten. Die Authentizitit der von Krings et al. (1997) analysierten
mtDNA eines Neanderthalers wurde dagegen indirekt durch die DNA-Analyse eines zweiten
Neanderthalers von Ovchinnikov et al. (2000) bestétigt. Die Analyse zeigte, da3 beide Nean-
derthaler zwar nah verwandt, die DNA-Sequenzen jedoch nicht identisch sind. Diese und an-
dere Studien zeigen, dal DNA bei entsprechenden Bedingungen (Abschnitt auch tiiber
grofle Zeitrdume hinweg stabil genug bleibt, um verldBliche genetische Informationen von

zum Teil ausgestorbenen Lebewesen zu erhalten.

Im Gegensatz zu diesen Einzelfunden ist im Sediment eines Sees eine immense Anzahl von
Daphnia-Dauereiern vorhanden. Die Varvenbildung im Sediment des Belauer Sees ermdg-
licht eine gute Datierung der Dauereier (Abschnitt|2.2.3.2)) und die Untersuchung der Popula-

tionsentwicklung. Die Daphnia-Dauereier, die in groBeren Tiefen im Sediment des Belauer

Sees (bis 23 m) gefunden wurden, sind mehrere Jahrtausende alt (Abbildung 2.4). Mit der

Methode der Allozym-Analyse konnten bislang nur Daphnien und keine Dauereier analysiert
werden. Daher konnten nur Dauereier untersucht werden aus denen sich noch Daphnien ent-
wickelten. Wihrend es bei iiber 330 Jahre alten Copepoden-Dauereiern gelang, diese zum
Schliipfen zu induzieren (Hairston et al., 1995), war dies fiir Daphnia-Dauereier nur bis zu

einem Alter von ca. 60 Jahren moglich (Hairston et al., 1999a; Weider et al., 1997). Mit Hilfe
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der Mikrosatelliten-Analyse konnten die alten Dauereier im Sediment des Belauer Sees unter-
sucht werden, die zwar nicht mehr schliipffahig sind, aber noch Fragmente intakter DNA ent-
halten (Abschnitt . Da beim Sedimentkern nicht mehr alle Sedimenttiefen vorhanden
waren, war eine systematische Analyse iiber einen gro3en Zeitrahmen nicht moglich. Trotz-

dem lassen sich einige interessante Aspekte exemplarisch darstellen.

Bei der Analyse der Sedimente wurde festgestellt, dal die Abundanzen der alten Daphnia-

Dauereier in den einzelnen Sedimenttiefen stark variieren (Abbildung 3.29). Hinweise auf

eine fortschreitende Eutrophierung des Belauer Sees bieten vor allem Diatomeen-Analysen
(Hékansson, 1998). Bis vor ca. 2000 Jahren (9 m) wurde der Belauer See als mesotroph ein-
gestuft. Danach wurde die zunehmende Eutrophierung des Belauer Sees mit dem Auftreten
von Stephanodiscus minutulus und anderen alkaliphilen Arten angezeigt. Vor ca. 1060 Jahren
(6 m) verschwanden die zuvor vorherrschenden Cyclotella sp., die oligo- bis mesotrophe Ge-
wisser bevorzugen. Seit wenigen Jahrzehnten wird der Belauer See als hypereutroph einge-
schitzt. Die etwa 2000 Jahre lang dominierende Diatomee Stephanodiscus minutulus ist heute
kaum mehr vorhanden. Besonders hohe Dauerei-Abundanzen werden bis zu einem Alter von
ca. 900 Jahren festgestellt, also relativ kurz nach dem Verschwinden von Cyclotella sp. Die
Fluktuationen bei den Abundanzen sind so ausgepragt, da3 nicht angenommen wird, daf} dies
auf Effekte der Probenahme, wie z.B. die fleckenartige (Patchy) Verteilung der Dauereier im
Sediment oder geringe Probenvolumina, zuriickgefiihrt werden kann. Moglicherweise spie-
geln die variierenden Dauerei-Abundanzen auch zeitliche Unterschiede in den Populations-
dichten der Daphnien. Die Skalierung sowohl der Diatomeen-Analyse als auch der Dauereier
ist jedoch zu liickenhaft, um anhand der Umweltdaten die Dauerei-Abundanzen bestimmter

Jahrzehnte oder Jahrhunderte nachzuvollziehen.

Der Vergleich der genetischen Variation von élteren Dauereiern (159-195 Jahre) mit der von

heutigen Dauereiern zeigt keinen nennenswerten Unterschied (Abbildung 3.30)). Es konnte

jedoch gezeigt werden, da3 Selektionsprozesse innerhalb von nicht ganz 200 Jahren zu einer
deutlichen genetischen Distanzierung (D =0,36) und einer sehr groflen Differenzierung
(Fsr=0,15) zwischen élteren und heutigen Dauereiern gefiihrt haben. Dies konnte als ein
Hinweis auf die stattfindende Mikroevolution gesehen werden. Unterstiitzt wird dies dadurch,

daB einige Allele bisher nur bei alten Dauereiern gefunden wurden und sich die Mikrosatelli-

ten-Allelfrequenzen deutlich unterscheiden (Abbildung 3.31). Hinweise auf Verinderungen

der klonalen Zusammensetzung durch Mikroevolution sind fiir Daphnien bekannt (Hairston et
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al., 1999a; Weider et al., 1997). Obwohl es eine sehr gro3e Differenzierung zwischen dlteren
und heutigen Dauereiern gibt, treten viele Allele bei beiden auf. Es wurde sogar unter den 111
analysierten alten Dauereiern ein ,,Klon* identifiziert, der auch heute noch in der Population

vertreten ist. Auf der anderen Seite wurden tiber einen Zeitraum von mehreren Jahrhunderten

mehrere D. pulex-Dauereier, sowie ein 1750 Jahre altes D. pulex-Dauerei (Abbildung 3.28)

gefunden. Diese Art die heute nicht im See vertreten. Es ist bekannt, daf sich &ndernde Um-
weltbedingungen in einem Gewasser auf die Invasion und das Aussterben von Daphnia-Arten
auswirken konnen (Duffy et al., 2000; Hairston et al., 1999b; Reid et al., 2000). D. pulex im
Belauer See konnte ein weiteres Beispiel dafiir sein, wie Verdnderungen im See sich nicht nur
auf der Ebene der Mikroevolution sondern auch auf der von Lebensgemeinschaften auswirken

konnen, sofern das D. pulex-Dauerei nicht nur zufillig ins Sediment verdriftet wurde.

4.3 SchluB3betrachtung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 die genetische Populationsstruktur, d.h. die Un-
tergliederung der Population in Klone, die Dauereier produzieren, und Klone, die keine
Dauereier produzieren, entscheidend fiir die Entstehung der Dauereibank ist (Abschnitt
[.2.1.6). Die Zusammensetzung und die Entwicklung der Dauereibank im Laufe der Zeit kann
nicht unabhingig von der Populationsstruktur bewertet werden. Daher setzen Untersuchun-
gen, die die Dauereibank als Spiegel vergangener Populationen betrachten, Kenntnisse liber
die Populationsstruktur voraus. Dies betrifft auch die Kenntnisse der Faktoren, die zur
Bildung der Dauereier beitragen. Von zentraler Bedeutung ist es, die Klone zu bestimmen, die
an der Produktion der Dauereier beteiligt sind, und den genauen Ablauf der Paarung zu unter-
suchen. Bisher ist in der Literatur wenig iiber das Verhalten der Daphnien bei der sexuellen
Reproduktion bekannt (s. Brewer, 1998). Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, daf3
die Paarung zufillig innerhalb der Gruppe der Klone geschieht, die an der Produktion von
Dauereiern beteiligt sind (Abschnitt . Eine zufillige Paarung von sexuell aktiven
Daphnien konnte auch ein Grund fiir das Auftreten von Hybriden sein (Abschnitt . Be-
sonders die Entstehung sowie das Schliipfen der Hybride sind dabei von besonderem Inter-
esse. Hier konnten Griinde dafiir liegen, dal3 trotz kontinuierlicher Hybridisierung, die Taxa
eigenstdndig und genetisch differenziert sind. Bei der Entstehung der Dauereier kommt es
darauf an, ob eine Paarung zwischen verschiedenen Taxa zufdllig geschieht oder vielleicht
sogar vermieden wird. Beim Schliipfen stellt sich die Frage, ob die Hybride gleich gut oder

vielleicht schlechter schliipfen. Antworten auf diese Fragen konnten auch aus der
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Dauereibank kommen. Jedoch wird es ndtig sein, die eingesetzten Marker-Systeme weiterhin
zu optimieren und neue diagnostische Marker zu entwickeln, mit denen es moglich ist

Hybride eindeutig zu identifizieren.
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S Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Entstehung, die Entwicklung und der Einflul einer Daphnia-
Dauereibank auf eine Daphnia-Population im Belauer See (Schleswig-Holstein) mit

molekularbiologischen Methoden untersucht.

Das Taxon und die maternalen Linien von Daphnien und Dauereiern wurden mit Hilfe der
Analyse eines mitochondriellen rDNA-Fragmentes (12S rDNA) bestimmt. Die Sequenzunter-
schiede der amplifizierten mitochondriellen Fragmente wurden mit der Technik der Einzel-
strang-Konformations-Polymorphismen (SSCP)-Analyse ausgewertet. Im Laufe der Arbeit
wurden unterschiedliche Nachweis-Methoden angewendet (radioaktive Markierung, Silber-
farbung, Fluoreszenz-Markierung). Die besten Ergebnisse wurden mit den fluoreszenz-mar-
kierten PCR-Produkten erzielt, die durch eine Kapillarelektrophorese aufgetrennt wurden. Mit
dieser Methode war es erstmalig moglich Dauereier, die nur geringe Mengen DNA enthalten,
zu analysieren. Mit der SSCP-Analyse wurden bei der Daphnien-Population im Belauer See
fiinf maternale Linien festgestellt, jeweils eine bei D. galeata und D. hyalina und drei bei

D. cucullata.

Die genetische Variation innerhalb der Daphnien-Population wurde mittels der Mikrosatelli-
ten-Analyse untersucht. Dazu war es erforderlich die PCR-Primer, die urspriinglich fiir die
Arten D. pulex (Subgenus Daphnia) und D. magna (Subgenus Ctenodaphnia) entwickelt
worden waren, fiir Taxa des D. longispina-Komplexes (Subgenus Hyalodaphnia) auszuwih-
len und die Bedingungen fiir die Amplifikation zu optimieren. Von iiber 30 getesteten Mikro-
satellien-Primern blieben 4, mit denen polymorphe Mikrosatelliten-Sequenzen fiir alle drei
Taxa im Belauer See amplifiziert werden konnten. Die Primer wurden insgesamt an 15
Daphnia-Arten getestet, um eine Cross-Arten Amplifikation heterologer Mikrosatelliten-Loci
zu lberpriifen. Die Mikrosatelliten-Analyse wurde verglichen mit der Allozym-Analyse, die
schon oft bei der genetischen Analyse von Zooplanktern durchgefiihrt wurde. Dabei konnte
gezeigt werden, daB3 die verwendeten Mikrosatelliten-Loci eine hohere genetische Variation

besitzen als die Allozym-Loci.

Eine Besonderheit des Belauer Sees ist, dal} das Sediment nicht durch Bioturbation vermischt,
sondern stratifiziert ist und daher datiert werden kann. Dies bedeutet, dal die chronologische
Abfolge von Dauereiern im Sediment erhalten geblieben ist. Mit Hilfe molekularbiologischer

Methoden wurden exemplarisch paldolimnologische Studien anhand élterer Dauereier (ca.
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200 Jahre) durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dal3 rezente und &ltere Dauereier einer-
seits viele identische Allele aufweisen, sich andererseits aber auch in vielen Allelen und in

den Allelfrequenzen unterscheiden.

Die Bedeutung von Daphnia-Dauereiern im Sediment wurde anhand zweier Hypothesen dis-
kutiert. Hypothese 1 postuliert, da3 die Dauereier im Sediment ein Spiegel vergangener Po-
pulationen sind. Hypothese 2 nimmt an, dal3 die aus den Dauereiern schliipfenden Daphnien

die Evolutionsrate der Population verlangsamen.

Die Voraussetzungen der Hypothese 1 sind, da3 alle Klone im Pelagial Dauereier produzie-
ren, die Dauereier ins Sediment absinken, und, daf} die Dauereier im Sediment weder alle
noch selektiv schliipfen. Die Untersuchungen zeigten jedoch, dafl die Dauereier nicht von
allen Klonen gebildet wurden. Wéhrend der Phase der sexuellen Reproduktion konnten so-
wohl bei D. galeata als auch bei D. hyalina die dauereier-produzierenden Daphnien genetisch
von der iibrigen Population unterschieden werden. Bestimmte Klone in der Population waren
nicht an der Produktion von Dauereiern beteiligt und konnten nicht im Sediment nachgewie-
sen werden. Bei D. cucullata gab es Hinweise, dal3 nicht alle maternalen Linien Dauereier
produzierten. Weiterhin konnte gezeigt werden, dall von den produzierten Dauereier nicht alle
ins Sediment absinken, ca. 5 % trieben an die Wasseroberflache. Die treibenden Dauereier
unterschieden sich in der genetischen Zusammensetzung von den Dauereiern, die ins Sedi-
ment absinken. Einige Klone, die haufig bei den treibenden Dauereiern vertreten waren,
konnten bisher nicht im Sediment nachgewiesen werden. Weiterhin ist zwar davon auszuge-
hen, daB3 nur ein geringer Anteil (1 - 2 %) der Dauereier aus dem Sediment schliipft, d.h. die
meisten Dauereier im Sediment verbleiben werden, es schliipfen jedoch nicht alle Klone mit
dem gleichen Erfolg. Durch dieses selektive Schliipfen konnen Klone, die besonders gut
schliipfen, fiir die Dauereibank verloren gehen. Daher folgt die genetische Zusammensetzung
der Dauereibank nicht den genetischen Verdanderungen der Population. Die Dauereibank im
Belauer See kann nicht, wie in Hypothese 1 angenommen, als Spiegel vergangener Population

betrachtet werden.

Die wesentliche Voraussetzung der Hypothese 2 ist, dal Dauereier, die wéihrend eines Jahres
produziert wurden, iiber mehrere Jahre hinweg schliipfen konnen. Je mehr Dauereier schliip-
fen und je ldnger der Zeitraum ist iiber den die Dauereier schliipfen kdnnen, desto groBer ist

auch der EinfluB} auf die Evolutionsrate der Daphnien-Population im Pelagial. Die hohe Sedi-
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mentationsrate im Belauer See (2 cm Jahr™") fiihrt jedoch dazu, dafl Dauereier, die nicht inner-
halb eines Jahres schliipfen, wahrscheinlich nie schliipfen werden. Fiir den Belauer See wird
deshalb angenommen, da3 die Dauereibank die Rate der Evolution in der Population nicht

verlangsamen kann. Die Hypothese 2 trifft nicht zu.

Bei allen drei Taxa ist eine zeitliche Verdnderung in der genetischen Zusammensetzung der
Population zu erkennen. Diese Muster fallen zusammen mit der Entstehung der Dauereier und
dem erwarteten Schliipfen der Dauereier aus dem Sediment. Da D. galeata im Sommer
Dauereier produziert, wihrend D. hyalina und D. cucullata im Herbst Dauereier produzieren,
sind die Muster zeitlich nicht synchron. Ein jahreszeitlicher Effekt als Erklarung fiir diese
Muster ist daher unwahrscheinlich. Die Ergebnisse zeigen, dal ein Einflul von der Dauerei-
bank ausgeht. Die hohen Abundanzen konnten den niedrigen Schliipferfolg kompensieren.
Dabei kann davon ausgegangen werden, daB3 nur Dauereier aus der obersten Schicht, also bis

zu einem Jahr alte Dauereier, noch schliipfen.
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7 Anhang

Anhang 1: mt12S rDNA-Sequenzen (280 Bp) von Daphnia im Belauer See
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CGACNGTTTA
~-CTTTTACTA
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-CTTTTACTA
ACNGTTACTA

-~-~--TTACTA

60
|

CCCTGTCTAA
CCCTATCTAA
CCCTATCTAA
CCCTGTCTAA
CCCTGTCTARA

. CCCTGTCTAA

CCCTGTTTAA

70

GAATAACTGA
GAATAACTGA
GAATAACTGA
ATATAACTCA
ATATAARCTCA
ATATAACTCA
GAATAACTGA
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|

GAATAACAGG
GAATAACAGG
GAATAACAGG
GAATAACAGG
GAATAACAGG
GRAATAACAGG
GAATAACAGG
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I
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cu{
cu
cu
hy(ht197/199)
hy{
gal

ht194/189)

cu: D, cucullata
hy: D. hyalina
ga: D. galeata
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Anhang 2: Mikrosatelliten-Allel-Bezeichnung nach der Gro3e der PCR-Produkte

Allel-
Locus Bezeichnung  D. galeata D. hyalina D. cucullata

[Bp]

Dpu 6 121
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O N N N N N

Dpu 122 95
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N N N N N N N

< < < |
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Anhang 3: Mikrosatelliten-Allel-Bezeichnungen der saisonal am héufigsten auftretenden

Allele (Abschnitt

Taxon Allel- Mikrosatellien-Locus
Bezeichnung ppu6 Dpu30 Dpu4d5 Dpu 122
D. galeata 1 135 147 133 101
2 137 153 131 98
3 131 155 — —
4 127 149 — —
D. hyalina 1 137 153 133 101
2 135 149 131 98
3 133 155 129 —
4 131 147 — —
D. cucullata 1 129 143 129 101
2 125 149 125 98
3 — 147 133 —
4 — — — —
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