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Vorwort

Dieser Bericht stellt die Ergebnisse des Projekts ,Genetische Begleituntersuchungen
zum Projekt ,Burgwaldforelle™ vor. Das Projekt wurde von Oktober 2023 bis Juni 2024
im  Auftrag des Regierungsprasidium Giellen am iES, Institut fur
Umweltwissenschaften der Rheinlandpfalzische Technische Universitat
Kaiserslautern Landau (RPTU) bearbeitet. Die Projektergebnisse werden dargestellt
und im Hinblick auf das Projekt ,Burgwaldforelle® zur Forderung einer potenziell
autochthonen Population der Bachforelle (Salmo trutta) im oberen Einzugsgebiet der

Lahn in Hessen diskutiert.



Ergebnisbericht
Genetische Begleituntersuchung ,Burgwaldforelle”

Inhalt
VOPWOTIL ...ttt e ettt e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e s e e nnnes [
] = | OO PPPPPPPPPPP i
ADBDIldUNGSVEIZEICNNIS ...t iii
TabelleNVErZEICNIS ........uuiiiiiiieiee e iv
1. ZUSAMMENTASSUNG ....euuiiiiiiiiiiiiiiee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 1
2. Einleitung und HIntergrund ... 2
3. Ziele und Aufgabenstellung der Untersuchungen............ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 3
4. Material & MethOden .........oooo i 3
4.1 UntersuchungSmaterial............coiiiiiiiiiiiiiie e 3
4.2  Laborgenetische Untersuchungen ...t 6
4.3  Referenzdaten ... 7
4.4 DatenanalySe ... 9
441 Genetische Differenzierung...........ccccuuiiiiiiiiiie e 10
4.4.2  Genetische Diversitat und Inzucht ..., 11
5. Ergebnisse und DiSKUSSION..........ccoiiiiiiiiiiiiiiiee e 12
5.1 Genetische Differenzierung ... 12
5.1.1 ClUSEEr-ANAIYSEN ... 12
5.1.1.1 Oberes Lahnsystem und ZUCHE ... 12
5.1.1.2 Oberes Lahnsystem, Zucht und Referenzdaten..............cccccceeeeeeeeee.n. 15
5.1.2  Genetische DiStanzen ... 21
51.3 Haplotypen-NetzZwerk ..o 24
5.2  Genetische Diversitat und Inzucht ..., 27
B.  FaZit o e e e e e aneeeeean 32
6.1 Wildpopulation ROte€S WaSSEr..........uueiiiiiiieeie e 32
6.2  Elterntiere der Zucht Wetterfeld..............ooooiiiiiie 32
6.3 Population der ASPhe ... 32



Ergebnisbericht
Genetische Begleituntersuchung ,Burgwaldforelle”

6.4  Weitere Populationen im oberen Lahnsystem ............ccccoooiin. 32
7. EMPIENIUNGEN ... 33
7.1 Wildpopulation ROte€S WaSSEr.........uuuuuiiieiee e 33
7.2  Elterntiere der Zucht Wetterfeld ... 33
7.3  Population der ASPhe ... 33
7.4  Weitere Wildpopulationen im oberen Lahnsystem ............ccccccoiiiiiiinnnnnnnnn. 33
REFEIENZEN......co et e e e e 35
Y 0] 0= e [T PP PPPPPPPPPPP I






Ergebnisbericht
Genetische Begleituntersuchung ,Burgwaldforelle”

Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1: Untersuchungsstandorte oberes Lahnsystem.............ccccooeiiiicceennn. 6
Abbildung 2: Untersuchungsstandorte oberes Lahnsystem und Referenzstandorte ...9

Abbildung 3: Diskriminanzanalyse oberes Lahnsystem mit a priori-Festlegung der

o] o101 F= 0] 1= o [P 13

Abbildung 4: Diskriminanzanalyse oberes Lahnsystem ohne a priori-Festlegung von

o] o101 F= 0] 1= o [P 15

Abbildung 5: Diskriminanzanalyse oberes Lahnsystem und Referenzgewasser mit a

priori-Festlegung der Populationen ... 17

Abbildung 6: Diskriminanzanalyse oberes Lahnsystem und Referenzgewasser ohne a

priori-Festlegung von Populationen ... 19
Abbildung 7: Distanzmatrix paarweiser genetischer Distanzen ..................ccccoooone 22
Abbildung 8: Mittelwerte paarweiser genetischer Distanzen............cccccccccciiiiinnns 23
Abbildung 9: Haplotypen-NetzwerkK ... 26
Abbildung 10: Genetische Diversitatswerte und Inzuchtskoeffizient.......................... 29



Ergebnisbericht
Genetische Begleituntersuchung ,Burgwaldforelle”

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Ubersicht Probenmaterial oberes Lahnsystem ..............ccccccooveveccvenrennne.e. 5
Tabelle 2: Ubersicht REfErenzproben .............c.cceoeieeeeeeee e 8
Tabelle 3: Anzahl mtDNA-Haplotypen je Population................cccceeiiiiiiiiiiiiiiiiie 27
Tabelle 4: Genetische Diversitatswerte und Inzuchtskoeffizent..................ccccvvniee 30
Anhang

Tabelle A 1: Paarweise genetische Distanzen..............ooooiiiiiiiie e



Ergebnisbericht
Genetische Begleituntersuchung ,Burgwaldforelle”

1. Zusammenfassung

Genetische Diversitat ist ein grundlegender Bestandteil der biologischen Vielfalt und
von entscheidender Bedeutung fur die Anpassungsfahigkeit und langfristige
Uberlebensfahigkeit wild lebender Fischpopulationen. Zur Unterstiitzung eines
regionalen Malnahmenprogramms zur Forderung eines potenziell autochthonen
Bachforellenbestandes im Roten Wasser im oberen Gewassersystem der Lahn in
Hessen, dem Projekt ,Burgwaldforelle®, wurden  populationsgenetische
Untersuchungen an Bachforellen aus zwolf Lahnzuflissen und einem Zuchtstamm
sowie unter Einbeziehung von Referenzdaten aus anderen Regionen durchgefuhrt.
Zwei genetische Markersysteme wurden verwendet, um die Bachforellenpopulationen
des Roten Wasser und den auf ihr begrindeten Zuchtstamm innerhalb des oberen
Lahnsystem und zusatzlich in einem Uberregionalen Kontext populationsgenetisch
einzuordnen. Die Wildpopulation der Bachforellen im Roten Wasser zeigte sich als
populationsgenetisch eigenstandige Populationen mit regional und Uberregional
einzigartigen  genetischen Eigenschaften. Die genetischen Bezuge der
Zuchtpopulation zu der Wildpopulation waren klar erkennbar. Es zeigten sich aber
auch Differenzen zwischen diesen beiden Populationen, die im weiteren Verlauf des
Projekts ,Burgwaldforelle“ berucksichtigt werden sollten. Fur ein weiteres Gewasser
des oberen Lahnsystem, der Asphe, ergaben sich Hinweise auf die Existenz einer
populationsgenetisch  eigenstéandigen  Bachforellenpopulation.  Alle  anderen
Bachforellenpopulationen im oberen Lahnsystem waren sich untereinander genetisch
verhaltnismallig ahnlich und zeigten keine relevanten spezifischen genetischen
Eigenschaften. = Empfehlungen fur das  Projekt ,Burgwaldforelle® aus

populationsgenetischer Perspektive wurden abgeleitet.
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2. Einleitung und Hintergrund

Naturliche  Fischpopulationen sind durch selektive Prozesse an die
Umweltbedingungen in ihren Lebensraumen angepasst. Auf Grund der intensiven
kommerziellen und fischereilichen Nutzung sind natlrliche populationsgenetische
Strukturen wilder Bachforellenbestande aber haufig verandert (z.B. Laikre, 1999;
Pinter et al., 2017). Solche genetischen Veranderungen kdnnen negative Folgen fur
die (langfristige) Vitalitat und besonders die Anpassungsfahigkeit von Bestanden an
zukunftige Umweltveranderungen haben (z.B. Hoban et al., 2022). Die genetische
Diversitat inklusive populationsgenetischer Differenzierungen innerhalb der einzelnen
Arten ist zudem zentraler Bestandteile der biologischen Vielfalt und damit wichtiges
Schutzgut nationaler und internationaler Vereinbarungen und Programme zum Erhalt
der Biodiversitat (z.B. BMU, 2007; CBD, 2011; BMELV, 2012). Der Erhalt und die
Forderung allochthoner Fischpopulationen sind daher bedeutende Ziele des

Fischartenschutzes und des nachhaltigen fischereilichen Managements.

Vor diesem Hintergrund wurden in Deutschland u.a. im Kontext des ,Nationalen
Fachprogramms zur Erhaltung und nachhaltigen Nutzung aquatischer genetischer
Ressourcen“ (BMEL, 2020) in den vergangenen Jahren Erhebungen zur genetischen
Charakterisierung von  Wildbestanden verschiedener  Sul3wasserfischarten

durchgefuhrt (vgl. Bundesanstalt fur Landwirtschaft und Erndhrung: Fachportal Fische

und andere Wassertiere). Untersuchungen an der Bachforelle (Salmo trutta) lieferten

Hinweise darauf, dass die Population im Roten Wasser in der Burgwaldregion im
oberen Einzugsgebiet der Lahn moglicherweise allochthon ist. Die Population
zeichnete sich insbesondere durch das Vorkommen eines bisher nur dort
beschriebenen Genotyps aus (Schmidt et al., 2015).

Die Bachforelle ist sowohl eine beliebte Fischart der Angelfischerei als auch von
Bedeutung fur den Artenschutz. Im Jahr 2009 wurden die Bestande der Forelle in der
Roten Liste Deutschlands noch als Uberwiegend stabil und daher ,ungefahrdet"
eingeschatzt. Im Jahr 2024 wurde die Art jedoch auf Grund negativer Bestandstrends
in Deutschland erstmals als ,gefahrdet” eingestuft (Freyhof et al., 2023). Daher ist der
Schutz der genetischen Vielfalt der Bachforellen und die Forderung regionaltypischer

Populationen um so relevanter.

Das Regierungsprasidium (RP) GielRen initierte im Jahr 2017 mit verschiedenen
Partnern ein Projekt zum Erhalt und zur Férderung der ,Burgwaldforelle®. Es wurde ein
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Zuchtstamm aus der Wildpopulation des Roten Wassers aufgebaut und damit eine
Grundlage zur weiteren Forderung und gegebenenfalls Verbreitung dieses
genetischen Stammes gelegt. Das Projekt leistet damit Beitrage zum Schutz der
heimischen Fischfauna und zum Erhalt der biologischen Vielfalt.

3. Ziele und Aufgabenstellung der Untersuchungen

Die genetischen Begleituntersuchungen zum Projekt ,Burgwaldforelle” des RP Giellen
verfolgen zwei prinzipielle Ziele. Das erste Ziel ist die Einordnung der
Bachforellenpopulation aus dem Roten Wasser in das populationsgenetische
Gesamtgefiige des oberen Lahnsystems. In der deutschlandweiten Ubersichtsstudie
von (Schmidt et al., 2015) war das Rote Wasser der einzige Untersuchungsstandort
im oberen Einzugsgebiet der Lahn. Lediglich in einem Nebengewasser im Bereich der
mittleren Lahn (Gundersbach) wurde ein weiterer Bestand analysiert. Daher blieb die
regionale Einordnung der Bachforellen aus dem Roten Wasser innerhalb des (oberen)
Lahnsystems notwendigerweise offen. Diese Einordnung ist aber eine wesentliche
Grundlage fur die weitere Planung und die Durchfuhrung kunftiger Besatzmal3nahmen
im Projekt ,Burgwaldforelle®. Das zweite Ziel ist die genetische Erfolgskontrolle von
Besatzmallnhahmen. Genetische Methoden erlauben die Identifizierung von Forellen
aus dem Zuchtstamm bzw. deren Nachkommen auch in Besatzgewassern, in denen
bereits Forellen vorkommen. Anhand aul3erer Merkmale ist diese Unterscheidung
nicht moglich.

4. Material & Methoden

4.1 Untersuchungsmaterial

Gewebeproben fur die laborgenetischen Analysen wurden vom RP Giel3en bzw. den
beteiligten Projektpartnern, der Burogemeinschaft fur fisch- und gewasserokologische
Studien (BfS Marburg) und dem Fisch- und Forschungszentrum ,Fischzucht
Wetterfeld® bereitgestellt. Insgesamt wurden 612 Gewebeproben aus dem
Einzugsgebiet der Oberen Lahn und dem Zuchtstamm in Wetterfeld (Elterntiere der
Saison 2023/2024) konserviert. Druber hinaus wurden zehn juvenile Bachforellen aus
der Erbratung der Saison 2023/2024 in der Fischzucht Wetterfeld beprobt. Alle Proben
wurden in 96%igem Ethanol fixiert und am Campus Landau der RPTU bei -18°C
gelagert.

Die Freilandproben aus dem oberen Lahn-Einzugsgebiet stammen aus 26

3
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Untersuchungsabschnitten in 13 Bachen. Diese Abschnitte wurden entsprechend der
zwOIf moglichen ,Projektgewasser” fur weitere MalRnahmen zu zwolf Populationen
zusammengefasst. Hinzu kommen die Populationen des Rotes Wassers und der
Elterntiere der Zucht Wetterfeld. Diese 14 Populationen bilden die grundlegen
Einheiten fur die weiteren Analysen (Tabelle 1).

FUr populationsgenetische Analysen mittels Mikrosatelliten sollten je Population
idealerweise 50 Fische untersucht werden, um statistisch robuste Ergebnisse zu
gewahrleisten. Eine Anzahl von 30 Fischen je Population kann jedoch auch
ausreichen, sollte aber nur in Ausnahmen (d.h. in sehr wenige Populationen) und dann
auch nur maoglichst geringfugig unterschritten werden. Diese Anzahlen wurden bei den
Freilandbeprobungen weitestgehend erreicht. Da bei den Planungen zu den
Untersuchungen seitens des Auftraggebers nicht davon ausgegangen worden, dass
in allen Untersuchungsgewassern tatsachlich eine Bachforellenpopulation
vorgefunden werden wurde, standen nur begrenze Finanzmittel zur Verfugung. Daher
konnten nicht alle 612 verfugbaren Proben untersucht werden. Nach Absprache mit
dem Auftraggeber wurde daher die Labormethodik (s. Abschnitt 4.2) angepasst und
die Anzahl an zu untersuchenden Individuen moglichst gleichmaRig auf alle
verfugbaren Populationen, unter Berucksichtigung der einzelnen
Untersuchungsabschnitte, verteilt. Dieses Vorgehen erlaubte die bestmogliche
Nutzung des vorhandenen Probenmaterials hinsichtlich der populationsgenetischen
Einordnung der Forellen des Roten Wassers im oberen Einzugsgebiet der Lahn. In
den beiden besonders relevanten Populationen Rotes Wasser und Elterntiere Zucht
wurden davon unabhangig alle zur Verfugung stehenden Tiere untersucht. Insgesamt
konnten also je Population rund 30 Fische untersucht und so statistisch belastbare
Analysen ermdglicht werden. Die Auswahl geht aus Tabelle 1 hervor. Proben die in
der Auswahl nicht berlcksichtigt werden konnten, kdnnen bei Bedarf zu einem

spateren Zeitpunkt analysiert werden.

Populationsgenetische Analysen mittels mitochondrieller DNA (mtDNA) erfordern
weniger (10-12) Proben je Population, da dieser Typ von DNA im Vergleich zu
Mikrosatelliten weniger variabel ist und eher den genetischen Hintergrund
(Phylogenie) der Populationen abbildet. Populationsgenetisch besonders relevant sind
hierbei im Hinblick auf die Ziele dieser Untersuchung sogenannte private Haplotypen
(kurz fur haploide Genotypen), d.h. Genotypen die exklusiv in nur einer Population
vorkommen. Diese werden in der Regel mit der genannten Stichprobenanzahl mit

ausreichender Wahrscheinlichkeit detektiert. Je Population wurden elf oder zwolf
4
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(Rotes Wasser: 18) Forellen mittels mtDNA untersucht (Tabelle 1) und damit

aussagekraftige Analysen ermdoglicht.

Tabelle 1: Anzahl der nachgewiesenen Bachforellen (Ntwta; It. BfS Marburg), Anzahl der beprobten
Bachforellen (Ncew) und Anzahl der Bachforellen, die mittels Mikrosatelliten (Nms) und mtDNA (Nmt)
laborgenetisch untersucht wurden, je Population und Befischungsabschnitt.

Population Ntotal NGew Nws Nmt
Abschnitt
Allna 42 27 27 12
BuWa10.1 7 7 7 7
BuWa10.2 35 20 20 5
Ohe 23 23 23 12
Buwa11.1 20 20 20 10
BuWa11.2 3 3 3 2
Dautphe 198 50 30 12
BuWa01.1 142 50 30 12
BuWa01.2 56 0 0 0
Rotes Wasser 56 47 47 18
BuWa13.1 44 35 35 14
BuWa13.2 0 0 0 0
BuWa13.3 12 12 12 4
Elterntiere Zucht Wetterfeld - 35 35 12
BuWa14.1 - 35 35 12
Salzbéde 297 50 29 12
BuWa12.1 297 50 29 12
Asphe 50 50 30 12
BuwWa04.1 4 4 4 0
BuWa04.2 35 35 15 6
BuWa04.3 11 11 11 6
Rosphe 83 50 29 11
BuwWa05.1 24 9 4 2
BuWa05.2 9 9 9 3
BuWa05.3 49 32 16 6
BuWa05.4 1 0 0 0
Treisbach 123 50 30 11
Buwa03.1 98 25 15 5
BuWa03.2 25 25 15 6
Wollmar 130 50 30 12
BuWa02.1 56 25 15 6
BuWa02.2 74 25 15 6
Bentreff 104 50 30 11
Buwa08.1 104 50 30 11
Josbach 30 30 30 11
Buwa09.1 30 30 30 11
Wohra | 100 50 30 12
BuwWa06.1 80 30 21 12
BuWa06.2 20 20 9 0
Wohra Il 76 50 30 12
Buwa07.1 76 50 30 12
Summe 1312 612 430 170
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Abbildung 1: Karte der Untersuchungsstandorte im Einzugsgebiet der oberen Lahn. Die Lahn

(dunkelblau) und die kiirzesten Verbindungen zwischen den Untersuchungsstandorten (hellblau) sind
im Gewassersystem der Lahn in der Flussgebietseinheit des Rheins hervorgehoben.

4.2 Laborgenetische Untersuchungen
Die Bachforellen aus dem Einzugsgebiet der oberen Lahn wurden mittels zweier
Markersysteme genetisch untersucht (genotypisiert). Zum einen wurden sogenannte
Mikrosatelliten verwendet, zum anderen wurde die sogenannte Kontrollregion oder D-

Loop untersucht.

Mikrosatelliten sind sich wiederholende Abschnitte der DNA (Loci) des Zellkerns
(nuclear DNA, nDNA). Sie codieren keine funktionalen Gene, unterliegen daher nicht
direkt der naturlichen Selektion und sind somit besonders gut geeignet, um
populationsgenetische Zusammenhange abzubilden. Da die nDNA diploid ist (d.h. sie
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liegt zweifach vor), liegen Mikrosatelliten in jedem Individuum jeweils in zwei
Auspragungen (=Allelen) vor. Die Allele unterscheiden sich in der Anzahl der
Wiederholungen, also quasi in der Lange der Loci. Verschiedene Mikrosatelliten
unterscheiden sich in ihrer Variabilitat, d.h. der gesamten Anzahl von Allelen, die in
Populationen vorkommen (Polymorphiegrad). Fur populationsgenetische Analysen
mussen daher immer mehrere Mikrosatelliten, im Idealfall solche mit
unterschiedlichem Polymorphiegrad, verwendet werden. Zur Genotypisierung der
Bachforellen des Einzugsgebiets der oberen Lahn wurden zwolf Mikrosatelliten
verwendet. Die Auswahl der Mikrosatelliten bzw. Loci richtete sich im Wesentlichen
nach Schmidt et al. (2015), um Referenzdaten (s. Abschnitt 4.3) aus dieser Studie in
die Datenanalysen einbeziehen zu konnen. Da diese Auswahl bereits in friheren
Studien erfolgreich verwendet wurde (Schmidt et al., 2015, 2017, 2023; Wetjen et al.,
2020), konnte so zudem auf die Neuentwicklung und -etablierung eines geeigneten
Marker-Systems fur das Projekt ,Burgwaldforelle® verzichtet werden. Eine detaillierte
Beschreibung der Laborprozesse und -protokolle findet sich in Schmidt et al. (2023).

Die Kontrollregion ist ein Teil der mitochondriellen DNA (mtDNA). Die mtDNA wird
ausschlieRlich maternal vererbt und liegt entsprechend nur in einfacher Ausfuhrung
(haploid) in einem Individuum vor. Die Abfolge der vier verschiedenen Basen der DNA
kann daher direkt durch Sanger-Sequenzierung bestimmt werden. Durch die rein
maternale Vererbung bildet die Sequenzierung den stammesgeschichtlichen
Hintergrund von Populationen gut ab. Sie eignet sich aber insbesondere auch zur
Bestimmung gut definierter Haplotypen, aus deren geografischer Verbreitung sich
wertvolle Schlisse zur genetischen Einordnung von Populationen ziehen lassen. Zur
Genotypisierung der Bachforellen im oberen Lahneinzugsgebiet wurde jeweils die
komplette Kontrollregion sequenziert. In der Daten-Analyse (s. Abschnitt 4.4) wurde
mit Sequenzen mit einer Lange von je 929 Basenpaaren gearbeitet. Die
Laborprozesse und -protokolle werden in Schmidt et al. (2023) detailliert beschrieben.

4.3 Referenzdaten
Um die populationsgenetische Einordnung der Bachforellen des Roten Wassers in das
Gesamtgefige des oberen Lahnsystems in einem umfassenderen Kontext
interpretieren zu konnen, wurden Referenzproben bzw. -daten aus friUheren Studien
(Schmidt et al., 2015) herangezogen. So kdnnen beispielsweise genetische Distanzen
zwischen den einzelnen Populationen innerhalb des Lahneinzugsgebietes mit

genetischen Distanzen zu Populationen aus anderen Einzugsgebieten verglichen
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werden, zu denen ein rezenter genetischer (d.h. reproduktiver) Austausch
ausgeschlossen werden kann. Dieser Ansatz erlaubt es insbesondere die Relevanz
bestimmter Ergebnisse aus dem oberen Lahneinzugsgebiet verlasslicher

abzuschatzen.

Insgesamt wurden 441 Bachforellen aus zwolf Populationen als Referenzen
verwendet. Der Referenzdatensatz umfasst Bachforellen aus den beiden
Flussgebietseinheiten (FGE) Rhein und Weser. In beiden FGE wurde jeweils eine
Mittelgebirgsregion, namlich Harz und Pfalzerwald, ausgewahlt, um sie den Forellen
der Oberen Lahn gegenuberzustellen. Weitere Populationen stammen aus dem
hessischen Teil der FGE Weser sowie aus dem Gundersbach im Bereich der mittleren
Lahn. Daruber hinaus sind in diesen Referenzdaten insbesondere Bachforellen aus
dem Roten Wasser, die in den Jahren 2011 und 2012 beprobt wurden, enthalten
(Tabelle 2).

Tabelle 2: Anzahl der Bachforellen, die als Referenzen fiir Mikrosatelliten- (Nws) und mtDNA- (Nmt)
Analysen verwendet wurden je Population nach Flussgebietseinheit (FGE) und Region.

FGE Region Population Nwms Nmt
Rhein Mittlere Lahn Gundersbach 26 9
Obere Lahn Roter Wasser 39 20
Pfalzerwald Hainbach 45 10
Kirschbach 39 15
Schwarzbach 35 5
Weser Harz llse 50 10
Oder 50 18
Sieber 50 11
Obere Diemel Hoppecke 19 11
Obere Eder Banfebach 32 11
Obere Fulda Luetter 21 11
Lutzbach 35 10
Summe 441 141
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Abbildung 2: Ubersichtskarte der Untersuchungsstandorte des Projektes ,Burgwaldforelle“ und der
Referenzstandorte in der mittleren Lahn, dem hessischen Wesersystem, dem Harz und dem
Pfalzerwald.

4.4Datenanalyse
Zur Einordnung der Bachforellenpopulation des Roten Wassers in das Gesamtgeflige
des Einzugsgebiets der oberen Lahn wurden verschiedene populationsgenetische
Datenanalysen durchgefuhrt. Zum einen wurde die genetische Differenzierung
zwischen den einzelnen Populationen untersucht. Zum anderen wurde die genetische

Diversitat und die Inzucht innerhalb der Populationen untersucht.

Analysen der genetischen Differenzierung geben Aufschluss dariber, wie dhnlich oder
verschieden die Populationen genetisch sind. Populationen sind sich um so ahnlicher,
je intensiver der Genfluss, d.h. der reproduktive Austausch, zwischen ihnen ist. Je
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langer kein Genfluss zwischen Populationen stattfindet, desto verschiedener werden
sie. Analysen der genetischen Differenzierung konnen demnach verwendet werden,
um reproduktive eigenstandige Populationen (oder Gruppen von Populationen) zu
identifizieren und geeignete (genetische) Managementeinheiten zu begrinden.

Analysen der genetischen Diversitat und der Inzucht erlauben Schlusse auf die
(evolutionare) Anpassungsfahigkeit der einzelnen Populationen und damit letztlich auf
die Voraussetzungen fur ihre langfristige Existenzfahigkeit. Generell sollte die
genetische Diversitat von Populationen moglichst hoch sein und die Inzucht moglichst
niedrig. Negative Entwicklungen der genetischen Diversitat konnen auch in
Wildpopulationen auftreten, z.B., wenn einst zusammenhangende Populationen in zu
kleine Teilpopulationen zerschnitten werden oder wenn nur extrem wenige Individuen
einer Population ein Schadereignisse Uberleben. Besondere Relevanz haben die
genetische Diversitat und die Inzucht aber auch fur Zuchtprogramme. Sie kdnnen z.B.
dabei helfen zu vermeiden, dass bereits genetisch verarmte Wildpopulationen durch
Entnahme von Individuen oder Gameten weiter geschwacht werden und insbesondere
sicherstellen, dass die Zuchttiere und deren Nachkommen geeignet sind genetisch

robuste Populationen aufzubauen.

4.4.1 Genetische Differenzierung

Zur Feststellung der genetischen Differenzierung wurden Cluster-Analysen mittels
Diskriminanzanalysen von Hauptkomponenten (Discriminant Analysis of Principal
Components, DAPC; Jombart et al, 2010) basierend auf den Mikrosatelliten
durchgefuhrt. Dabei wurden zwei Ansatze angewendet: Die Analysen wurden zum
einen ausschliellich mit den Bachforellen aus dem Projekt Burgwaldforelle (oberes
Lahnsystem und Zucht) und zum anderen mit dem erweiterten Referenzdatensatz
wiederholt. Fur beide Datensatze wurden dann jeweils zwei Verfahren angewendet:
Erstens wurde die genetische Differenzierung zwischen den a priori definierten
Populationen (vgl. Abschnitte 4.1 und 4.3) dargestellt. Dieses Verfahren zeigt die
genetische Differenzierung zwischen den Untersuchungsstandorten. Zweitens wurde
diese Analyse wiederholt, jedoch ohne die a-priori-Festlegung der Populationen. D.h.
die einzelnen Individuen wurden allein auf Grund ihrer genetischen Merkmale zu
genetischen Clustern gruppiert, ohne zu berlUcksichtigen aus welchem Bach sie
stammten. Hierbei wurde zunachst die wahrscheinlichste Anzahl an genetischen
Gruppen (Clustern) innerhalb des Untersuchungsgebietes ermittelt und die einzelnen
Fische wurden mit bestimmten Wahrscheinlichkeiten diesen Clustern zugeordnet. Die

genetische Differenzierung zwischen diesen Clustern wurde mit den Informationen zur
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Herkunft (Population) der Tiere verschnitten und dargestell, um die
populationsgenetischen Strukturen abzubilden. Dieses Verfahren bildet die
tatsachliche populationsgenetische Differenzierung ab und zeigt inwieweit diese
populationsgenetische Struktur mit der geografischen Struktur
(Untersuchungsstandorte) Ubereinstimmt.

Als weitere Analyse zur Bestimmung der genetischen Differenzierung wurde das
genetische Distanzmal} Jost’s D (Jost, 2008) paarweise zwischen allen Populationen
basierend auf den Mikrosatelliten bestimmt. Hierzu wurde der erweiterte Datensatz mit

Referenzdaten verwendet.

Die Sequenzierungsdaten der mtDNA wurden mittels der Software geneious prime
(Biomatters Ltd.) editiert und aligniert. Anhand dieses Alignments wurden Haplotypen
bestimmt. Anschliefend wurde darauf aufbauend ein Haplotypen-Netzwerk erstellt.
Ein Haplotypen-Netzwerk zeigt die genetische Struktur (Ahnlichkeit) zwischen
verschiedenen Haplotypen. In dem Haplotypen-Netzwerk wurde zudem die
Verbreitung der Haplotypen in den Populationen dargestellt, sodass auch mit dieser
Methode die genetische Differenzierung zwischen den Populationen abgebildet wurde.

4.4.2 Genetische Diversitat und Inzucht

Die genetische Diversitat aller einzelnen Populationen wurde basierend auf den
Mikrosatelliten anhand der Standard-Indices Allelreichtum (skaliert auf die
StichprobengrofRe je Population; Ar), erwartete Heterozygotie (Hexp) und beobachtete
Heterozygotie (Hobs) bestimmt. Zur Ermittlung der Inzucht wurde der
Inzuchtskoeffizient Fis berechnet. Diese Werte wurden fur jeden Locus einzeln
berechnet und anschliefend der Mittelwert Gber alle Loci (mit Standardfehler des
Mittel) bestimmt. Als weiters Mal} der genetischen Diversitat wurde basierend auf der
mtDNA die Haplotypendiversitat (HD) je Population berechnet (Nei und Tajima, 1981).

Die Datenanalysen wurden unter R Version 4.3.2 (R Core Team, 2023) durchgeflhrt.
Dabei wurden im Wesentlichen die R-packages adegenet (Jombart, 2008; Jombart
und Ahmed, 2011), PopGenReport (Adamack und Gruber, 2014), mmod (Winter,
2012) und peags (Paradis, 2010) verwendet.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Genetische Differenzierung

5.1.1 Cluster-Analysen

5.1.1.1  Oberes Lahnsystem und Zucht
Die Clusteranalysen der Bachforellen aus dem oberen Lahn-Einzugsgebiet und der
Elterntiere der Zucht mit a priori Festlegung der Populationen (Abbildung 3) zeigten,
dass die Populationen des Roten Wassers und der Asphe sowie die Elterntiere
genetisch von den anderen elf Populationen differenziert waren. Diese elf
Populationen waren hingegen untereinander kaum differenziert. Die Elterntiere der
Zucht waren teilweise sehr ahnlich zu den Tieren des Roten Wassers. Einige der
Elterntiere wiesen aber groRere Ahnlichkeiten zu den elf weiteren Populationen auf,
sodass die Population der Elterntiere insgesamt zwischen dem Roten Wasser und der
Gruppe aus elf Populationen stand. Demnach wurde der Bezug zwischen den
Elterntieren der Zucht und der Wildpopulation des Roten Wassers zwar sehr deutlich,
es zeigte sich aber auch eine gewisse Differenzierung zwischen diesen beiden

Populationen.

Die Population der Asphe zeigte nur sehr wenige Bezlige zu allen weiteren
Populationen und war damit am starksten genetisch differenziert. Dies deutete auf eine
populationsgenetische Sonderstellung der Asphe-Population innerhalb des oberen
Lahnsystems hin. Des Weiteren fiel die sehr starke Streuung (d.h. die Individuen liegen
in der Diskriminanzanalyse weit auseinander) der Population der Asphe auf. Dies

zeigte eine mogliche weitere Differenzierung innerhalb dieser Population an.
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Abbildung 3: Diskriminanzanalyse von Hauptkomponenten basierend auf Mikrosatelliten innerhalb des
oberen Lahn-Einzugsgebietes mit a priori-Festlegung der Untersuchungsgewasser als Populationen.
Die Punktsymbole reprasentieren die einzelnen Bachforellen. Je ndher die Punkte zueinander liegen,
desto ahnlicher sind die Fische genetisch. Die Ellipsen markieren die Populationen und die Linien
verbinden die einzelnen Bachforellen mit dem ,Zentrum“ der Populationen. Die Populationen
(Untersuchungsgewasser) sind farblich codiert. Dargestellt sind die erste (x-Achse) und die zweite (y-

Achse) Diskriminante.

Fur die Clusteranalyse der Bachforellen aus dem oberen Lahn-Einzugsgebiet und der
Elterntiere der Zucht ohne a priori Festlegung der Populationen konnte keine exakte
Anzahl vorhandener genetischer Cluster bestimmt werden. Die ermittelte Anzahl an
genetischen Clustern, die geeignet waren, die genetische Differenzierung der
Bachforellenpopulationen adaquat zu beschreiben, lag zwischen funf und zehn. Dies
zeigte, dass zwischen einigen der Populationen sehr strake genetische Ahnlichkeiten
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bestanden. Dieser Befund ist typisch fur wild lebende Bachforellenpopulationen,
insbesondere bei Untersuchungen auf regionaler Skala innerhalb eines
zusammenhangenden Gewassersystem (z.B. Schmidt et al, 2023). Fur die

anschliellende Diskriminanzanalyse wurden sieben genetische Cluster angenommen.

Die Diskriminanzanalyse basierend auf sieben genetischen Clustern innerhalb des
oberen Lahneinzugsgebietes und der Elterntiere (Abbildung 4) zeigte ein besonders
stark differenziertes Cluster (Cluster 3), bestehend aus 13 Bachforellen aus der Asphe.
Keine Forelle aus anderen Populationen wurden diesem Cluster zugeordnet. EIf der
13 Forellen des Clusters 3 stammten aus dem Untersuchungsabschnitt BuWa04.2
(oberhalb Niederasphe bis Asphe Mitte) und jeweils eine aus den oberhalb und
unterhalb davon liegenden Abschnitten BuWa04.1 und BuWa04.3 der Asphe (vgl.
Tabelle 1). Hier zeigte sich also eine sehr starke genetische Differenzierung sowohl

innerhalb der Asphe als auch gegenuber allen weiteren Populationen.

Die meisten Bachforellen aus dem Roten Wasser bildeten gemeinsam mit einem Teil
der Elterntiere aus der Zucht und einigen weiteren Bachforellen ein gemeinsames
Cluster (Cluster 6). Dieses Cluster war ebenfalls gut von den weiteren Clustern
abgrenzbar, wenn auch deutlich weniger differenziert als das Cluster 3. Neben
Bachforellen aus dem Roten Wasser und Elterntieren aus der Zucht wurden 25
Forellen aus anderen Populationen (u.a. Treisbach, Wollmar, Josbach) dem Cluster 6
zugeordnet. Von den insgesamt 47 Forellen aus dem Roten Wasser wurden 37 (79 %)
dem Cluster 6 zugeordnet. Die weiteren Forellen der Population wurden den starker
durchmischten Clustern 1 (n=2), 2 (n=6) und 7 (n=2) zugeordnet. Die Population des
Roten Wassers inklusive eines Teils der Zuchttiere traten demnach als eigenstandige
genetische Gruppe auf und wiesen zugleich Bezlge zu Bachforellen aus weiteren
Gewassern des oberen Lahnsystems auf. Von den 35 Elterntieren der Zucht wurden
lediglich elf (31%) dem Cluster 6 zugeordnet. Die meisten Elterntiere (n=17) wurden
dem starker durchmischten Cluster 7 zugeordnet, zu welchem weitere 32 Forellen aus
elf verschiedenen Populationen gehorten. Es zeigte sich hier also eine gewisse
genetische Differenzierung zwischen der Wildpopulation des Roten Wassers und den

Elterntieren der Zucht.
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Abbildung 4: Diskriminanzanalyse von Hauptkomponenten basierend auf Mikrosatelliten innerhalb des
oberen Lahn-Einzugsgebietes ohne a priori-Festlegung von Populationen. Die Punktsymbole
reprasentieren die einzelnen Bachforellen. Je ndher die Punkte zueinander liegen, desto ahnlicher sind
die Fische genetisch. Die Ellipsen markieren die genetischen Cluster und die Linien verbinden die
einzelnen Bachforellen mit dem ,Zentrum® der genetischen Cluster. Die Herkunftsgewasser der
einzelnen Bachforellen sind farblich mit den Punktsymbolen codiert. Dargestellt sind die erste (x-Achse)

und die zweite (y-Achse) Diskriminante.

5.1.1.2 Oberes Lahnsystem, Zucht und Referenzdaten
Die Clusteranalysen unter Einbeziehung der Referenzdaten aus dem hessischen
Wesergebiet, dem Harz und dem Pfalzerwald mit a priori Festlegung der Populationen
(Abbildung 5) bestatigten im Wesentlichen die Befunde der entsprechenden Analyse
ohne die Referenzdaten (vgl. Abschnitt 5.1.1.1). Die Population des Roten Wassers

lie® sich wiederum sehr deutlich von allen weiteren, untereinander &ahnlichen
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Populationen abgrenzen. Die Elterntiere der Zucht lagen abermals nahe mit der
Population des Roten Wassers zusammen und streuten Richtung der weiteren
Populationen. Bemerkenswert war die sehr gute Ubereinstimmung zwischen den
Populationen des Roten Wassers aus den Jahren 2011/2012 und aus den Jahren

2023/2024. Die beiden Populationen erschienen populationsgenetisch quasi identisch.

Die Population der Asphe war ebenfalls wieder von den weiteren, untereinander
ahnlichen Populationen starker genetisch differenziert. Durch die Einbeziehung der
Referenzpopulationen war diese Differenzierung aber weniger ausgepragt als in der
entsprechenden Analyse ohne die Referenzdaten. Die Population der Asphe erschien
hier weniger stark differenziert als die Populationen des Roten Wassers und der
Zuchttiere. Deutlicher war hier hingegen die Differenzierung zwischen Asphe und

Rotem Wasser.

Mit Ausnahme der drei Referenzpopulationen aus dem Pfalzerwald waren alle
weiteren Populationen - d.h. sowohl die aus dem Lahneinzugsgebiet als auch
Referenzpopulationen aus dem Wesereinzugsgebiet - untereinander wenig
differenziert. Demnach war die genetische Differenzierung zwischen den Populationen
des Roten Wassers und der Asphe innerhalb des Lahneinzugsgebiets groRer als

zwischen Populationen aus den Flussgebietseinheiten Rhein und Weser.
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Abbildung 5: Diskriminanzanalyse von Hauptkomponenten basierend auf Mikrosatelliten des oberen
Lahn-Einzugsgebietes und der Referenzgewasser mit a priori-Festlegung der Untersuchungsgewasser
als Populationen. Die Punktsymbole reprasentieren die einzelnen Bachforellen. Je naher die Punkte
zueinander liegen, desto ahnlicher sind die Fische genetisch. Die Ellipsen markieren die Populationen
und die Linien verbinden die einzelnen Bachforellen mit dem ,Zentrum“ der Populationen. Die
Populationen (Untersuchungsgewasser) sind farblich codiert. Dargestellt sind die erste (x-Achse) und
die zweite (y-Achse) Diskriminante.

Fur die Clusteranalysen ohne a priori Festlegung der Populationen unter Einbeziehung
der Referenzdaten aus dem hessischen Wesergebiet, dem Harz und dem Pfalzerwald
wurde die Anzahl an genetischen Clustern, die geeignet waren, die genetische
Differenzierung aller Populationen adaquat zu beschreiben, mit zehn bis 17 ermittelt.
Erwartungsgemal war eine exakte Anzahl nicht bestimmbar (vgl. Abschnitt 5.1.1.1).
Fir die Diskriminanzanalyse wurde die Anzahl von 14 Clustern gewahlt (Abbildung 6).
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Die Diskriminanzanalyse basierend auf 14 genetischen Clustern zeigten eine deutliche
genetische Differenzierung der Population des Roten Wassers. Die Individuen des
Roten Wassers wurden Uberwiegend dem genetischen Cluster 2 zugeordnet. Zu dem
Cluster 2 wurden 28 von 39 (72%) Forellen des Roten Wassers aus den Jahren
2011/2012 und 36 von 47 (77%) aus den Jahren 2023/2024 zugeordnet. Von den 35
Elterntieren aus der Zucht wurden neun (26%) dem Cluster 2 zugeordnet. Hinzu
kamen zehn Tiere aus neun weiteren Bachen im Lahngebiet und im Wesergebiet.
Einzelne Bachforellen aus dem Roten Wasser wurden daneben in funf (2011/2012)
bzw. vier (2023/2024) andere Cluster eingeordnet. Die meisten (elf; 31%) der
Elterntiere der Zucht wurden dem Cluster 8 zugeordnet. Zu diesem Cluster gehorten
auch drei Bachforelle aus dem Roten Wasser aus den Jahren 2011/2012 und eine
Bachforelle aus den Jahren 2023/2024. Hinzu kamen weitere 29 Tiere aus zehn
weiteren  Populationen aus dem Lahneinzugsgebiet (n=23) und dem
Wesereinzugsgebiet (n=6). Einzelne Elterntiere wurden darlber hinaus sieben
weiteren Clustern zugeordnet. Die Wildpopulation des Roten Wassers erschien also
auch in dieser Analyse als weitgehend genetisch eigenstandige Einheit. Die
Elterntierpopulation zeigte klare Bezluge zu der Wildpopulation im Roten Wasser, aber
insgesamt auch eine gréRere Ahnlichkeit zu weiteren Wildpopulationen.

Dreizehn Bachforellen aus der Asphe bildeten ein eigenes Cluster (Cluster 13), dem
keine Forellen aus anderen Populationen zugeordnet wurden. Diese 13 Forellen
stammten aus dem Untersuchungsabschnitt BuWa04.02 (vgl. Tabelle 1 und Abschnitt
5.1.1.1). Das Cluster 13 war weniger stark von den weiteren Clustern differenziert als
das Cluster 2 mit dem wesentlichen Teil der Population des Roten Wassers.
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Abbildung 6: Diskriminanzanalyse von Hauptkomponenten basierend auf des oberen Lahn-
Einzugsgebietes und der Referenzgewasser ohne a priori-Festlegung von Populationen. Die
Punktsymbole reprasentieren die einzelnen Bachforellen. Je naher die Punkte zueinander liegen, desto
ahnlicher sind die Fische genetisch. Die Ellipsen markieren die genetischen Cluster und die Linien
verbinden die einzelnen Bachforellen mit dem ,Zentrum® der genetischen Cluster. Die
Herkunftsgewasser der einzelnen Bachforellen sind farblich mit den Punktsymbolen codiert. Dargestellt
sind die erste (x-Achse) und die zweite (y-Achse) Diskriminante.

Aus der Gesamtbetrachtung der vier Diskriminanzanalysen zur genetischen
Differenzierung der Bachforellenpopulationen wurde erkenntlich, dass die Forellen des
Roten Wassers gegenuber allen anderen Populationen sowohl innerhalb des oberen
Lahneinzugsgebietes als auch unter Einbeziehung der Referenzpopulationen aus
weiter entfernten Regionen deutlich differenziert sind. Demnach stellte diese
Population gut begrindbar eine eigenstandige Population dar. Zu betonen ist, dass
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dieser Befund fur die Situation in den Jahre 2011/2012 und 2023/2024 gleichermalen
zutraf und sich demzufolge an der Eigenstandigkeit dieser Population fur mindestens
zwOlf Jahre nichts Wesentliches geandert hat. Daher erscheint die Betrachtung der
Bachforellen des Roten Wassers als eigene, eigenstandige genetische
Managementeinheit angebracht.

In den vier Diskriminanzanalysen wurde jeweils ein Teil der Elterntiere der Zucht
erwartungsgemal eindeutig den Forellen aus dem Roten Wasser zugeordnet. Fur die
weiteren Elterntiere traf dies nicht zu. Diese beobachtete Differenzierung kann
theoretisch, sofern UnregelmafRigkeiten im Zuchtbetrieb auszuschlie3en sind, auf zwei
Effekten beruhen: 1) Die Zucht wurde auf einigen wenigen, zufallig ausgewahlten
Individuen begrundet. Daher kann angenommen werden, dass auch nur eine zufallige
Auswahl aus allen in der Gesamtpopulation des Roten Wassers vorhandenen Allelen
in die Zucht ubernommen wurde. Folglich waren sich die Populationen Rotes Wasser
und Zucht zwar sehr ahnlich, aber nicht gleich. Weil auch die genetisch untersuchten
Individuen aus der Wildpopulation eine Zufallsauswahl der Gesamtpopulation sind,
kann die beobachtete Differenzierung trotz des hohen Stichprobenumfangs auch rein
methodisch Uberbetont sein. Da jedes Jahr Gameten weiterer Tiere aus der
Wildpopulation in die Zucht eingebracht werden, ware zu erwarten, dass die
Differenzierung im Laufe der Jahre geringer wird. 2) Die Umweltbedingungen fur
Fische in Zuchten konnen sich teilweise erheblich von den Umweltbedingungen in den
Gewassern unterscheiden. Das bedeutet, dass sich auch das Selektionsregime
unterscheidet, sodass in Zuchten madglicherweise Genotypen geférdert werden, die
schlechter an die naturlichen  Umweltbedingungen  angepasst  sind
(,Domestikationseffekte®). Nach nur wenigen Generationen konnen sich so
populationsgenetische Differenzierungen zwischen Wildpopulation und
Zuchtpopulation ausbilden. Die wiederholte oder kontinuierliche ,Auffrischung” von
Zuchtpopulation durch Einbringung von Gameten aus Wildpopulationen kann der

Ausdifferenzierung entgegenwirken.

In den beiden Diskriminanzanalysen ohne a priori Festlegung der Populationen
bildeten 13 Bachforellen aus dem Abschnitt BuWa04.2 in der Asphe (vgl. Tabelle 1)
ein eigenes, eigenstandiges genetische Cluster. Innerhalb des oberen
Lahneinzugsgebietes war dieses Cluster noch starker von den weiteren Clustern
differenziert als das Cluster der Population des Roten Wassers. Auch bei
Einbeziehung der Referenzpopulationen aus anderen Regionen blieb diese

eigenstandig stabil erhalten, aber die Differenzierung gegenuber den weiteren
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Clustern war wesentlich geringer ausgepragt. Die Analysen ergaben damit
Anhaltspunkte fur die Existenz einer weiteren genetisch eigenstandigen

Bachforellenpopulation im oberen Lahneinzugsgebiet.

5.1.2 Genetische Distanzen

Die paarweisen genetischen Distanzen zwischen Populationen (Jost’s D; Abbildung 7,
Tabelle A 1) konnen theoretisch zwischen 0 und 1 liegen. Ein Wert von 0 wirde
bedeuten, dass zwei Populationen identisch sind. Ein Wert von 1 wirde bedeuten,
dass kein Allel in beiden Populationen vorkommt, sondern jedes Allel nur in einer der
Populationen. Der Mittelwert aller paarweisen genetischen Distanzen betrug 0,18 und
der Median 0,17. Der niedrigste Wert war 0,01 und der hochste Wert 0,39.

Die niedrigste genetische Distanz von 0,01 wurde zwischen den Bachforellen des
Roten Wassers aus den Jahren 2011/2012 und den Jahren 2023/2024 festgestellt. Die
Populationen waren demnach annahernd identisch bzw. der Bestand hat sich

populationsgenetisch im Laufe von zwolIf Jahren kaum verandert.

Die Elterntiere der Zucht wiesen gegenuber den Populationen des Roten Wassers aus
den Jahren 2011/2012 und den Jahren 2023/2024 genetische Distanzen von 0,20 und
0,21 auf und lagen somit etwas Uber dem Mittel aller paarweisen genetischen
Distanzen. Demnach zeigte sich die Differenzierung der Zuchttiere gegenuber dem
Roten Wasser hier deutlicher als bei den Diskriminanzanalysen (vgl. Abschnitt 5.1.1).

21



Ergebnisbericht
Genetische Begleituntersuchung ,Burgwaldforelle”

Rotes Wasser 2023/24
Rotes Wasser 2011/12

Gundersbach
Allna

Ohe
Dautphe
Elterntiere Zucht
Salzbode
Asphe
Rosphe
Treisbach
Wollmar
Bentreff
Josbach
Wohra |
Wohra Il
Kirschbach
Schwarzbach
Hainbach
Sieber
Hoppecke
Banfebach
Litzbach
Luetter

o)
b1
[e]

lise

0.4

Gundersbach

Allna

Ohe

Dautphe

Rotes Wasser 2023/24
Rotes Wasser 2011/12
Elterntiere Zucht 0.3
Salzbdde
Asphe
Rosphe
Treisbach
Wollmar
Bentreff 0.2
Josbach
Wohra |
Wohra Il
Kirschbach

Schwarzbach

Hainbach

Oder 0 — 0.1
.
Sieber :
.
lise .
e e e e e R = i e e o s o cooeecceceealilllec BEE......dqeatee= > -aoa
Hoppecke .
D T i Y s e ] Leceaa
Banfebach :
ceeeeesaleae B Rk L R R
Litzbach ' '
L) .
Luetter R — 0.0
Obere Diemel
Mittlere Lahn Obere Lahn Pfalzerwald Harz Obere Eder
Obere Fulda
Rhein Weser

Abbildung 7: Distanzmatrix der paarweisen genetischen Distanzen (Jost's D) zwischen allen
Populationen. Die Farbung der Felder codiert die genetische Distanz. Die entsprechenden Zahlenwerte
sind in Tabelle A 1 im Anhang angefiihrt. Die Flussgebietseinheiten Rhein und Weser sind durch die
gestrichelte Linie abgegrenzt und die gepunkteten Linien markieren darin die kleinskaligeren Regionen
(vgl. Tabelle 2).

Die Mittelwerte der paarweisen genetischen Distanzen (Abbildung 8Abbildung 8:
Mittelwerte der paarweisen genetischen Distanzen zu allen anderen Populationen je
Population. Die Populationen sind von links nach rechts absteigend nach den
Mittelwerten angeordnet. Die Populationen des Roten Wassers (rot) und die Elterntiere
der Zucht (blau) sind hervorgehoben. Fehlerbalken geben den Standardfehler des
Mittelwertes an.) der Populationen des Roten Wassers zu allen anderen Populationen
betrugen 0,21 - sowohl fur die Jahre 2011/2012 als auch 2023/2024. Der Mittelwert fur

die Elterntiere der Zucht lag mit nur 0,22 geringfiigig dartiber. Diese drei Populationen
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gehorten damit zu den durchschnittlich am starksten differenzierten Populationen.
Innerhalb des oberen Lahneinzugsgebiets lag der Wert nur fur die Population der
Asphe mit 0,23 leicht Uber diesen Werten. Die Populationen des Roten Wassers, der
Elterntiere und der Asphe waren demnach im oberen Lahneinzugsgebiet die
durchschnittlich am starksten genetisch differenzierten Populationen.
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Abbildung 8: Mittelwerte der paarweisen genetischen Distanzen zu allen anderen Populationen je
Population. Die Populationen sind von links nach rechts absteigend nach den Mittelwerten angeordnet.
Die Populationen des Roten Wassers (rot) und die Elterntiere der Zucht (blau) sind hervorgehoben.
Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes an.

Die genetischen Distanzen wiesen eine gute Ubereinstimmung zu den Ergebnissen
der Diskriminanzanalysen (vgl. Abschnitt 5.1.1) auf. Sie zeigten ebenfalls eine
ausgepragte genetische Differenzierung der Populationen des Roten Wassers, der
Elterntiere der Zucht und der Asphe gegenuber allen anderen Populationen auf,

stellten aber die Differenzierung zwischen den Zuchttieren und dem Roten Wasser
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deutlicher heraus.

5.1.3 Haplotypen-Netzwerk

Die Sequenzierungen der mtDNA resultierten in 13 verschiedenen Haplotypen
(Abbildung 9, Tabelle 3). Zwei dieser Haplotypen (HT02, HT04) traten sehr haufig
(n=151, n=76) auf. Der haufigste Haplotyp HT02 wurde mit Ausnahme des
Kirschbachs in der Pfalz und des Lutzbachs im hessischen Wesereinzugsgebiet in
allen Populationen gefunden und der Haplotyp HT04 in 21 der 26 Populationen. Diese
beiden Haplotypen treten in ganz Deutschland sehr haufig und weit verbreitet auf
(Schmidt et al., 2015; Wetjen et al., 2018, 2020). Etwas seltener (n=21), aber ebenfalls
relativ weit verbreitet, war der Haplotyp HTO7 (in neun Populationen).

Haplotyp HT02 war auch in den Populationen des Roten Wassers und der Zucht
vorhanden; Haplotyp HT04 kam in der Zucht, aber nicht im Roten Wasser vor. In der
Zucht kam zudem noch ein weiterer haufiger (n=28) Haplotyp (HT03) vor, der im Roten
Wasser ebenfalls fehlte. Der Haplotyp HTO3 trat weiterhin in sechs Populationen im
oberen Lahneinzugsgebiet und dem hessischen Wesergebiet auf. Im Roten Wasser
wurden neben dem haufigsten Haplotypen HTO02 lediglich ein weiterer Haplotyp (HT06)
gefunden. Dieser Haplotyp HT06 kam ausschliel3lich im Roten Wasser vor. Acht
weitere Haplotypen wurden jeweils nur bei einem einzigen Individuum nachgewiesen.

Die acht Individuen stammten aus sieben Populationen.

Im Hinblick auf die Einordnung der Bachforellen des Roten Wassers in das genetische
Gesamtgeflge des oberen Lahnsystems ist der Haplotyp HT06 von herausragender
Relevanz. Das Auftreten dieses Haplotyps exklusivim Roten Wasser lieferte 2015 die
ersten Hinweise darauf, dass dieses Gewasser einen genetisch einzigartigen und
potentiell autochthonen Bachforellenbestand beherbergt (vgl. Abschnitt 1; Schmidt et
al., 2015). Trotz der nun erfolgten intensiven Untersuchung des oberen Lahnsystems
wurde der Haplotyp HT02 weiterhin ausschlieBlich im Roten Wasser festgestellt und
blieb somit ein genetisches Alleinstellungsmerkmal dieses Bachforellenbestands. In
den Jahren 2011/2012 wurde Haplotyp HT06 bei 16 von 19 (84%) Bachforellen im
Roten Wasser festgestellt und in den Jahren 2023/2024 bei sieben von 18 (39%) und

blieb damit charakteristisch fur diese Population.

Der Haplotyp HT06 konnte bei den Elterntieren der Zucht nicht festgestellt werden. Da
die Elterntiere zum Aufbau der Zucht eine zufallig ausgewahlte Stichprobe des
Wildbestandes waren, ist es moglich, dass Haplotyp HT06 einfach auf Grund dieser

zufalligen Auswahl in der Zucht nicht vertreten war. Ferner wurden bei den
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Sequenzierungen der mtDNA nur zwolf der 35 Proben von Elterntieren untersucht, so
dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass der Haplotyp HT06 im Zuchtbestand
vorhanden ist. Das Auftreten der Haplotypen HT03 und HTO04 in der Zucht, die beide
im Roten Wasser bisher nicht nachgewiesen wurden, konnte unter der Annahme, dass
Unregelmalligkeiten im Zuchtbetrieb ausgeschlossen werden kdnnen, ebenfalls mit
der relativ geringen Stichprobengrof3e (n=19 und n=18) im Roten Wasser begrindet
sein. Jedenfalls wurden deutliche Unterschiede in der Zusammensetzung der
Haplotypen zwischen dem Wildbestand des Roten Wassers und dem

Elterntierbestand der Zucht offenkundig.

Im Gegensatz zu den auf Mikrosatelliten basierenden Clusteranalysen (vgl. Abschnitt
5.1.1) und genetischen Distanzen (vgl. Abschnitt 5.1.2) ergaben die Sequenzierungen
der mtDNA fur die Asphe keine Hinweise auf eine spezifische genetische
Zusammensetzung. Die vier in dieser Population festgestellten Haplotypen kamen alle
in zahlreichen weiteren Populationen vor. In dem Gewasserabschnitt BuWa04.02, der
gemall den Clusteranalysen eine stark differenzierte, eigenstandige Population
beherbergt, trat der Haplotyp HT03 vier Mal und der Haplotyp HTO7 zwei Mal auf,
sodass sich auch fur den einzelnen Abschnitt keine spezifischen genetische

Charakteristika feststellen liel3en.

Insgesamt zeigte die Analyse der mtDNA also eine klare genetische Sonderstellung
des Bachforellenbestandes des Roten Wassers, sowohl innerhalb des oberen
Lahneinzugsgebiets als auch in einem geografisch weiteren Kontext. Eine
vergleichbare genetische Situation wurde bei keiner der weiteren Populationen

festgestellt.
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Abbildung 9: Haplotypen-Netzwerk von 13 Haplotypen aus dem oberen Lahn-Einzugsgebiet und der
Referenzpopulationen. Jeder Haplotyp ist durch ein Kreisdiagramm dargestellt. Die Grofe der
Kreisdiagramme skaliert mit der Anzahl der Bachforellen mit dem jeweiligen Haplotyp und die Farbung
der Kreissegmente zeigt die Verteilung Uber die Populationen (Untersuchungsgewasser). Zur
Verbesserung der Lesbarkeit sind acht Haplotypen, die je nur ein Mal nachgewiesen wurden, 10-fach
vergrofiert dargestellt. Die durchgezogenen Verbindungslinien zwischen den Kreisdiagrammen zeigen
die wahrscheinlichsten Verwandtschaften (Phylogenie) zwischen den Haplotypen an. Die gestrichelten
Linien geben die nachstliegenden Alternativen dazu an. Die Anzahl an einzelnen Mutationsschritten
(Punktmutationen oder ,Single Point Polymorphisms®) zwischen den Haplotypen wird durch kurze

Querstriche auf diesen Linien dargestellt.
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Tabelle 3: Anzahl der 13 mtDNA-Haplotypen (HTO1 — HT13) je Population.

Population

HTO1
HT02
HTO03
HTO04
HTO05
HTO06
HTO7
HTO08
HT09
HT10
HT11
HT12
HT13

Gundersbach
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Ohe

Dautphe

Rotes Wasser 2023/24
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Elterntiere Zucht
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Hoppecke 1
Banfebach
Lutzbach 2

N O N~
w
O N W 2w N

Luetter 2
Summe 1 151 28 76 1 23 21 1 1 1 1 1 1

5.2Genetische Diversitat und Inzucht
Die drei genetischen Diversitatswerte (Tabelle 1, Abbildung 10) Allelreichtum sowie
erwartete und beobachtete Heterozygotie der Bachforellenpopulationen des Roten
Wassers und der Elterntiere der Zucht lagen insgesamt im mittleren Bereich aller
Populationen. Innerhalb des oberen Lahneinzugsgebiets war der Allelreichtum dieser
drei Populationen vergleichsweise niedrig. Hinsichtlich der beiden Heterozygotiewerte,
die theoretisch zwischen 0 und 1 liegen kdnnen, waren die Unterschiede zwischen den
Populationen innerhalb des oberen Lahneinzugsgebietes aullerst gering. Auffallig

niedrige Werte wurden im Wesentlichen im Gundersbach (Mittlere Lahn) und den
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Bachen des Pfalzerwaldes beobachtet. Demnach waren die Bachforellenpopulationen
der Projektgewasser, inklusive des Roten Wassers und der Elterntiere, hinsichtlich der
genetischen Diversitat in gutem Zustand. Es wurden keine bedenklichen Anzeichen
einer genetischen Verarmung festgestellt. Auch der Inzuchtskoeffizent Fis zeigte einen
guten Zustand der Populationen des Roten Wassers und der Elterntiere an. Starke
Abweichungen dieses Wertes von Null deuten auf Inzucht bzw. Auskreuzung hin.
Abweichungen von weniger als 0,1 sind hierbei unbedenklich, sodass fur die
Bachforellen im Roten Wasser und der Zucht keine Anzeichen fur potenziell schadliche

Inzucht beobachtet wurden.

Die Haplotypendiversitat der Bachforellenpopulationen des Roten Wassers und der
Zucht lag ebenfalls im mittleren Bereich aller Populationen. Die Haplotypendiversitat
kann theoretisch zwischen 0 und 1 liegen. Die Werte fur das Rote Wasser und die
Elterntiere der Zucht lagen zwischen 0,28 und 0,62 und somit im mittleren Bereich der
moglichen Werte. Demnach lagen keine Hinweise auf eine bedenkliche genetische
Armut der Populationen vor. Im Roten Wasser wurden 2zu beiden
Beprobungszeitraumen jeweils zwei Haplotypen festgestellt, aber die
Haplotypendiversitat betrug 0,28 in den Jahren 2011/2012 und 0,50 in den Jahren
2023/2024, da die Berechnung der Haplotypendiversitat nicht nur die Anzahl
verschiedener Haplotypen, sondern auch deren Haufigkeitsverteilung einbezieht.
Konkret lag die Zunahme der Haplotypendiversitat im Roten Wasser daran, dass der
Haplotyp HTO6 seltener, daflr aber der Haplotyp HT02 in etwa in gleichem Mal}

haufiger festgestellt wurde.
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Abbildung 10: Ubersicht der genetischen Diversititswerte und der Inzucht der
Bachforellenpopulationen: a) Allelreichtum (Ar), b) erwartete Heterozygotie (Hexp), C) beobachtete
Heterozygotie (Hobs), d) Inzuchtskoeffizent Fis und e) Haplotypendiversitat (HD). Die Farbung der Balken
zeigt die Herkunftsregionen an. Die Populationen des Roten Wassers (Probennahmen 2011/12 und
2023/24) sind durch rote und die Elterntiere der Zucht der Saison 2023/24 durch blaue Farbung des

Balkenrahmens hervorgehoben.
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Tabelle 4: Genetische Diversitatswerte Allelreichtum (Ar), erwartete Heterozygotie (Hexp), beobachtete Heterozygotie (Hobs) und Haplotypendiversitat (HD), sowie

Inzuchtskoeffizent Fis der Bachforellenpopulationen nach Flussgebietseinheit (FGE) und Region. Die Werte in Klammern geben den Standardfehler des Mittels an.

FGE Region Population Ar Hexp Hobs Fis HD
Rhein Mittlere Lahn Gundersbach 3.92 (0.66) 0.48 (0.08) 0.50 (0.09) -0.02 (0.05) 0.00
Obere Lahn Allna 5.80 (0.93) 0.65 (0.07) 0.55 (0.07) 0.11 (0.08) 0.30

Ohe 5.84 (0.96) 0.64 (0.08) 0.60 (0.07) 0.04 (0.06) 0.44

Dautphe 5.84 (0.93) 0.63 (0.07) 0.57 (0.07) 0.05 (0.07) 0.59

Rotes Wasser 2023/24 4.68 (0.70) 0.58 (0.08) 0.54 (0.08) 0.08 (0.05) 0.50

Rotes Wasser 2011/12 5.21 (0.90) 0.60 (0.07) 0.57 (0.08) 0.03 (0.06) 0.28

Elterntiere Zucht Wetterfeld 4.35 (0.49) 0.61 (0.06) 0.63 (0.07) 0.04 (0.10) 0.62

Salzbdde 6.32 (1.17) 0.64 (0.08) 0.59 (0.09) 0.07 (0.09) 0.68

Asphe 5.19 (0.80) 0.62 (0.07) 0.63 (0.07) -0.02 (0.05) 0.68

Rosphe 5.49 (0.99) 0.63 (0.07) 0.53 (0.06) 0.16 (0.05) 0.62

Treisbach 6.11 (1.07) 0.66 (0.08) 0.62 (0.08) 0.04 (0.08) 0.84

Wollmar 6.35 (1.18) 0.65 (0.08) 0.60 (0.09) 0.11 (0.08) 0.53

Bentreff 6.07 (1.06) 0.67 (0.07) 0.63 (0.08) 0.06 (0.06) 0.80

Josbach 6.06 (1.01) 0.67 (0.07) 0.58 (0.07) 0.12 (0.09) 0.75

Wohra | 5.41(0.82) 0.64 (0.06) 0.62 (0.07) 0.06 (0.03) 0.17

Wohra Il 6.05 (1.11) 0.64 (0.07) 0.61 (0.08) 0.03 (0.06) 0.30

Pfalzerwald Kirschbach 3.09 (0.33) 0.51 (0.06) 0.56 (0.07) -0.08 (0.06) 0.00

Schwarzbach 5.13 (1.06) 0.57 (0.08) 0.58 (0.08) -0.01 (0.04) 0.40

Hainbach 4.02 (0.68) 0.50 (0.09) 0.52 (0.09) -0.04 (0.03) 0.20

Weser Harz Oder 5.60 (1.23) 0.58 (0.08) 0.60 (0.09) -0.02 (0.03) 0.11
Sieber 5.82 (1.09) 0.62 (0.07) 0.57 (0.08) 0.10 (0.04) 0.58

lise 5.49 (1.11) 0.60 (0.07) 0.61 (0.08) -0.02 (0.02) 0.47

Obere Diemel Hoppecke 4.71 (0.78) 0.57 (0.07) 0.58 (0.08) -0.02 (0.06) 0.67

Obere Eder Banfebach 3.95 (0.53) 0.54 (0.07) 0.60 (0.09) -0.12 (0.06) 0.56

Obere Fulda Lutzbach 5.64 (0.98) 0.66 (0.07) 0.63 (0.07) 0.04 (0.05) 0.51

Luetter 6.24 (1.20) 0.66 (0.07) 0.65 (0.08) 0.02 (0.05) 0.43

Mittel der Populationen 5.32(0.17) 0.61 (0.01) 0.59 (0.01) 0.03(0.01) 0.46 (0.05)

30



Ergebnisbericht
Genetische Begleituntersuchung ,Burgwaldforelle”

Die Entnahme von Individuen bzw. Gameten, aus einer Wildpopulation zu
Zuchtzwecken kann insbesondere dann, wenn die effektive Populationsgrof3e (Ne) der
Spenderpopulation sehr gering ist, zu einem Verlust an genetischer Diversitat fuhren.
Entnahmen von Gameten der Bachforellen des Roten Wassers finden im Projekt
Burgwaldforelle regelmallig statt. Die genetischen Analysen zeigten keine
bedenklichen negativen Effekte dieser Entnahmen auf die Wildpopulation.

Zuchtpopulationen grunden haufig auf wenigen Individuen und konnen daher
genetisch weniger divers sein als individuenstarkere Wildpopulationen (sog.
,Grundereffekt®). Fehlende Rekombinationsmoglichkeiten bei der Verpaarung konnen
in kleinen Zuchtpopulationen im Laufe mehrerer Genrationen zu einer weiteren
Verarmung der genetischen Diversitat und im ungunstigsten Fall zu negativen
Inzuchtseffekten fuhren. Die ,Auffrischung® kleinerer Zuchtpopulationen mit Gameten
aus Wildpopulationen kann diesen Effekten entgegenwirken. Die Analysen zur
genetischen Diversitat der Elterntiere der Zucht zeigten keine Anzeichen flur eine

genetische Verarmung oder Inzucht.
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6. Fazit

6.1 Wildpopulation Rotes Wasser
Die Wildpopulation des Roten Wassers nimmt sowohl innerhalb des oberen
Lahnsystems als auch in einem weiteren geografischen Kontext eine
populationsgenetische Sonderstellung ein. Sie ist gegenlber allen untersuchten
Wildpopulationen genetisch klar differenziert und erscheint somit als genetisch
eigenstandige Einheit. Beide verwendeten Markersysteme (Mikrosatelliten, mtDNA)
stutzen dieses Ergebnis. Der Zustand der Population hinsichtlich genetischer
Diversitat und Inzucht ist gut und Uber einen Zeitraum von mindestens zwolf Jahren

weitestgehend unverandert.

6.2Elterntiere der Zucht Wetterfeld

Die Population der Elterntiere der Zucht Wetterfeld zeigt in den
Mikrosattelitenanalysen erwartungsgemaf sehr eindeutige Bezuge zur Wildpopulation
des Roten Wassers. Gleichzeitig ist eine gewisse Differenzierung festzustellen, die
vermutlich zumindest teilweise auf kaum vermeidbaren Zufallseffekten beruht, da die
Grunderpopulation der Zucht zwingenderweise nur eine Teilmenge der Wildpopulation
ist. Die Analysen der mtDNA zeigten eine deutlichere Diskrepanz zur Wildpopulation,
die zum Teil moglicherweise sowohl auf die gleichen Zufallseffekte als auch auf die
geringere Stichprobengrof3e zuruckgefuhrt werden konnen. Der Zustand der
Population der Elterntiere hinsichtlich genetischer Diversitat und Inzucht ist gut.

6.3 Population der Asphe
Die Asphe scheint eine genetisch sehr stark differenzierte Subpopulation von
Bachforellen zu enthalten. Die populationsgenetische Situation ist eher ungewohnlich,
da sich diese mogliche Subpopulation nur auf einen von drei untersuchten
Gewasserabschnitten konzentriert. Daruber hinaus zeigten nur die Mikrosatelliten
diese Differenzierung, die Analysen der mtDNA hingegen nicht. Eine eindeutige,
abschliel3ende Einordnung der Population ist daher nicht moglich.

6.4Weitere Populationen im oberen Lahnsystem
Die weiteren Wildpopulationen in den Projektgewassern im oberen Lahnsystem
zeigten keine besonderen populationsgenetischen Auffalligkeiten. Insgesamt ist hier
eine vergleichsweise groRe genetische Ahnlichkeit und/oder Durchmischung

festzustellen.
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7. Empfehlungen

7.1 Wildpopulation Rotes Wasser

Der Bachforellenbestand des Roten Wassers ist eine geeignete
Spenderpopulation zur Foérderung der genetischen Vielfalt im oberen
Lahnsystem.

Der Bachforellenbestand des Roten Wassers sollte in seinem derzeitigen
populationsgenetischen Zustand erhalten werden.

Die Entwicklung der genetischen Diversitat der Bachforellenpopulation des
Roten Wassers sollte weiterhin beobachtet werden, um potenziell negative
Effekte der Gametenentnahme auszuschliel3en.

7.2Elterntiere der Zucht Wetterfeld

Einer moglichen weiteren genetischen Ausdifferenzierung zwischen der
Zuchtpopulation und dem Wildbestand im Roten Wasser sollte durch geeignete
MalRnahmen entgegengewirkt werden.

Die Entwicklung der genetischen Ausdifferenzierung sollte weiterhin beobachtet
werden.

Die Entwicklung der genetischen Diversitat der Bachforellenpopulation des
Roten Wassers sollte weiterhin beobachtet werden, um potenziell negative
Effekte der Gametenentnahme auszuschlief3en.

7.3Population der Asphe

Relevante, mdgliche Einflussfaktoren auf den populationsgenetischen Zustand
der Bachforellen der Asphe, insbesondere im Hinblick auf fischereiliches
Management und Habitatkonnektivitat, sollten aufgeklart werden, um eine
besser Einordung der Population zu ermdglichen.

Die Population der Asphe sollte zunachst in ihrem aktuellen Zustand erhalten
werden.

Die Asphe sollte dem Vorsorgeprinzip folgend zunachst nicht mit Bachforellen

aus der Zuchtlinie des Roten Wassers besetzt werden.

7.4Weitere Wildpopulationen im oberen Lahnsystem

Die weiteren Projektgewasser im oberen Lahnsystem kommen aus
populationsgenetischer Sicht fur Mallnahmen zur regionalen Foérderung der
,Burgwaldforelle” aus dem Roten Wasser in Betracht.

Der Erfolg von Besatzmallnahmen mit ,Burgwaldforellen aus dem Roten
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Wasser in  den Projektgewassern  sollte  mittels  genetischer
Elternschaftsanalysen evaluiert werden.
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Anhang

Tabelle A 1: Paarweise genetische Distanzen (Jost's D) zwischen allen Populationen.
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Allna 0.24
Ohe 0.22 |0.11
Dautphe 0.17 |0.14 |0.08
Rotes Wasser 2023/24 [0.31 [0.20 |0.16 [0.18
Rotes Wasser 2011/12 |0.32 (0.20 [0.14 |0.18 |[0.01
Elterntiere Zucht 0.30 |0.18 |0.21 |0.21 |0.21 |0.20
Salzbéde 0.20 |0.06 |0.12 |0.12 |0.21 |0.20 |0.18
Asphe 0.34 |0.21 |0.17 |0.19 |0.23 |0.24 |0.26 |0.21
Rosphe 0.22 |0.14 |0.12 |0.11 |0.26 |0.25 |0.19 |0.14 |0.22
Treisbach 0.17 |0.12 |0.07 |0.07 |0.15 |0.15 |0.21 |0.10 |0.17 |0.13
Wollmar 0.22 |0.10 |0.04 |0.09 |0.17 |0.15 |0.16 |0.11 |0.20 |0.08 |0.09
Bentreff 0.24 |0.08 |0.11 |0.13 |0.20 |0.18 |0.13 |0.10 |0.19 |0.10 |0.11 |0.08
Josbach 0.23 |0.07 |0.08 |0.13 |0.20 |0.19 |0.17 |0.08 |0.17 |0.09 [0.10 |0.06 |0.07
Wohra | 0.23 |0.17 |0.11 |0.12 |0.23 |0.22 |0.22 |0.15 |0.24 |0.13 |0.14 |0.07 |0.14 |0.13
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