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1 Einleitung

1 Einleitung

Warum pflanzen sich Organismen sexuell fort? Biologen stimmen weitgehend
darin Uberein, dal diese Frage keineswegs befriedigend beantwortet ist (Bell,
1982; Stearns, 1983; Kondrashov, 1993). Obwohl es sich bei sexueller
Reproduktion um das vorherrschende Prinzip im Tierreich handelt, gibt es

durchaus eine Reihe von alternativen Reproduktionsstrategien.

1.1 Asexuelle Fortpflanzungsstrategien

Diese Alternativen zur sexuellen Fortpflanzung treten meist als Folge von
interspezifischer Hybridisierung auf: Die Kombination zweier heterospezifischer
Genome hat in diesen Fallen oft eine Verschiebung des
Geschlechterverhaltnisses zugunsten von Weibchen zur Folge und verandert die
Gametogenese in der Weise, daf’ die Hybrid-Weibchen Eizellen ohne genetische
Rekombination bilden. Dadurch entstehen unisexuelle Linien (Dawley, 1989). Die
wichtigsten asexuellen Fortpflanzungsmechanismen sind (1) die echte
Parthenogenese (Jungfernzeugung) und (2) die spermienabhangige
Parthenogenese. Zur spermienabhangigen Parthenogenese werden die (2a)

Gynogenese und (2b) Hybridogenese gezahilt.

Bei der Parthenogenese (Abbildung 1) werden die Oozyten ohne genetische
Rekombination und Reduktionsteilung gebildet. Diese entwickeln sich ohne
Spermien zu Nachkommen, die untereinander sowie mit der Mutter genetisch
identisch sind. Parthenogenetische Vertebraten sind ausschlie3lich unter den

Reptilien zu finden, wie z.B. einige Cnemidophorus- und Lacerta-Arten.

Abbildung 1: Parthenogenese. Das Hybrid-Genom
' (AB) wird ohne Rekombination und ohne Beteiligung
von Spermien klonal an die Nachkommen

weitergegeben.

{aB)

AL
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Die Gynogenese (Abbildung 2) stellt eine Sonderform der Parthenogenese dar, bei
der die unreduzierten Oozyten durch Spermien dazu angeregt werden, die
Embryogenese zu beginnen. Dabei kommt es nicht zur Karyogamie, so daf3 die
Nachkommen ohne Beteiligung paternaler Gene klonal sind. Gynogenetische
Vertebraten finden sich bei Fischen, wie z.B. Poeciliopsis 2 monacha-lucida bzw.
Poeciliopsis monacha-2 lucida, Poecilia formosa, Carassius auratus gibelo und C.

auratus langsdorfii, sowie Phoxinus eos-neogaeus.

Durch das Eindringen des Spermiums in die Oozyte besteht jedoch bei
spermienabhangiger Parthenogenese — trotz bestimmter AusschluZmechanismen —
immer die Moglichkeit, dal3 das vaterliche Genom vollkommen oder partiell an der
Bildung der Nachkommen beteiligt ist (paternale Introgression). Im Falle einer
Verschmelzung des unreduzierten Oozytenkerns und des haploiden Spermienkerns
(Karyogamie) kann es leicht zu einer Erhéhung des Ploidiegrades kommen (Dawley,
1989).

Abbildung 2: Gynogenese. Die unreduzierten

.ﬁ'n. Oozyten (AB) entwickeln sich durch Stimulation von
BE ] Spermien (B”) parthenogenetisch.
L
v E
|'". -'-_.-'". "
-5'_"3,'\
| .
L
“ae |

Hybridogenese (Abbildung 3) dagegen zeigt einige Merkmale sexueller
Reproduktion. Bei einem diploiden hybriden Organismus wird immer der
Chromosomensatz einer Elternart eliminiert, so daf3 nur der Chromosomensatz der
anderen Elternart unverandert in die Oozyte gelangt. Die Oozyten werden dann
normalerweise von Spermien der Art befruchtet, deren Chromosomensatz eliminiert
wurde. Damit wird der Hybridcharakter bei den Nachkommen wieder hergestellt.
Diese Fortpflanzungsweise wird als hemiklonal bezeichnet, da ein Genom klonal,
das andere hingegen sexuell vererbt wird. Beispiele fur eine hybridogenetische
Fortpflanzungsweisen finden sich bei Amphibien wie z.B. Rana esculenta oder

Fischen wie z.B. Poeciliopsis monacha-lucida und Rutilus alburnoides.
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Abbildung 3: Hybridogenese. Ein Genom (A) wird
AR
- klonal weitergegeben, das andere (B) eliminiert.

BE -] Durch Befruchtung kommt ein neues Genom (B")

hinzu.
m

B |

AR

Dabei geht aus der Terminologie nicht eindeutig hervor, welcher zytogenetische
Mechanismus einer asexuellen Fortpflanzung zugrunde liegt. Ein wichtiges Ziel von
Meiose und Befruchtung bei der sexuellen Fortpflanzung ist, durch Rekombination
genetische Variabilitdt zu schaffen. Dies geschieht sowohl (1) beim Crossing-over,
(2) bei der zufalligen Verteilung der Homologen auf die Gameten, sowie (3) bei der
Verschmelzung von Gameten. Bei den asexuellen Reproduktionsmodi werden
entweder einzelne Schritte (Hybridogenese: 1 und 2) oder aber alle Schritte

(Parthenogenese, Gynogenese) unterdriickt.

Apomixis bezeichnet die mitotische (ameiotische) Entwicklung von Eizellen (fur
einen Uberblick siehe Suomalainen et al., 1987). Es findet kein Crossing-over und
keine Reduktionsteilung statt, was zur Folge hat, daf3 die Oozyten den somatischen
Ploidiegrad aufweisen und deshalb keiner Befruchtung zur Aufrechterhaltung der
somatischen Chromosomenzahl bedurfen (z.B. P. formosa, Monaco et al., 1984).

Allein Mutationen dienen als Quelle fur genetische Variation.

Prameiotische Endomitose (Automixis) kommt zu dem gleichen Ergebnis wie
Apomixis, allerdings indem sich die Chromosomen vor Eintritt in die Meiose
verdoppeln und anschliel3end eine Reduktionsteilung stattfindet. Weder die Paarung
identischer Chromosomen zu sog. Pseudobivalenten, noch die Segregation der
identischen Chromosomen schafft genetische Rekombination. Wenn die Zellen in
die Meiose Il eintreten, zeigt sich das gleiche Bild wie bei apomiktischer Produktion
der Eizellen. Auf diese Weise produzieren z.B. Cnemidophorus uniparens (Cuellar,
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1971) sowie Poeciliopsis 2 monacha-lucida und Poeciliopsis monacha-2 lucida

(Cimino, 1972) unreduzierte Oozyten.

Durch Genomeliminierung entstehen reduzierte Oozyten, ohne dal3 Crossing-over
oder Segregation stattfinden. Da das gesamte Genom des einen Elternteils
ausgeschlossen wurde, bedarf es der Befruchtung der reduzierten Eizelle, um den
Hybridcharakter wieder herzustellen. Dabei sind mindestens zwei Mechanismen
madglich. Bei Poeciliopsis monacha-lucida werden in der Meiose | nur die monacha-
Chromosomen von dem Spindelapparat erkannt und zu einem der Pole gezogen.
Die lucida-Chromosomen werden resorbiert. Bei der zweiten meiotischen Teilung
entstehen folglich haploide Eizellen, die nur monacha-Chromosomen aufweisen,
welche keinerlei genetische Rekombination erfahren haben. Bei diploiden Rana
esculenta wird allerdings nach der Genomeliminierung das verbleibende elterliche
Genom endomitotisch verdoppelt (s.0.) und tritt so in die Meiose ein. Als Folge
entstehen wiederum haploide Eizellen mit nur einem elterlichen Genom, das keine
Rekombination erfahren hat (Graf & Polls Pelaz, 1989).

1.2 Sexualitat versus Asexualitat

Die Frage nach der Entstehung und Beibehaltung von Sexualitat ist in der Biologie
von zentraler Bedeutung (Bell, 1982; Williams, 1992; Kondrashov, 1993; Redfield,
1994). Da man sich von einer vergleichenden Betrachtungsweise der sexuellen mit
der nicht-sexuellen Fortpflanzung wichtige Aufschlisse erwartet, werden in diesem
Zusammenhang seit langem die Vor- und Nachteile asexueller Fortpflanzung
diskutiert.

Ein offensichtlicher Vorteil ist, dafl die Vermehrung asexueller Arten deutlich
schneller erfolgt als die von sexuellen Arten, da keine M&nnchen produziert werden
mussen (Maynard-Smith, 1978).
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Abbildung 4: Ausgehend von einem Griinderweibchen wird bei einer Nachkommenzahl von je vier
Tieren eine PopulationsgréRe von 1024 Individuen in einer asexuellen Population bereits nach 5
Generationen, in einer sexuellen Population erst nach 9 Generationen erreicht. Dieses Prinzip wird als

Ltwo-fold cost of sex“ bezeichnet.

Ein weiterer Vorteil ist, da? asexuelle Organismen ihre gut angepalten Gene zu
100% an ihre Nachkommen weitergeben kdnnen. Bei sexueller Fortpflanzung
hingegen werden durch Rekombination zwar immer wieder neue Genkombinationen
gebildet, es kdonnen dadurch aber auch besonders gute Kombinationen wieder
auseinandergerissen werden (,cost of meiosis”, Williams, 1975). Der Verwandt-
schaftsgrad mit den Nachkommen betragt also nur 50%, womit genau die
Genkombination, die fir den Erfolg dieses Individuum verantwortlich ist, vielleicht

nicht an die Nachkommen weitergegeben werden kann.

Daher wirde man annehmen, dal3 die asexuelle Fortpflanzung sich in natlrlichen
Populationen durchsetzen mifte. Dem ist jedoch nicht so. Im Gegenteil ist
Sexualitat die vorherrschende Fortpflanzungsstrategie. Um dieses Paradox zu
erklaren, wurden verschiedene theoretische Modelle aufgestellt, die den
kurzfristigen Vorteilen langfristige Nachteile gegeniberstellen. Die Hauptmodelle
besagen, dall sich aufgrund fehlender genetischer Rekombinationsprozesse
schadliche Mutationen im Laufe der Generationen anhaufen (,Muller’'s ratchet,
Muller, 1964) und schnelle Anpassung an veranderte Umweltbedingungen

(Williams, 1966) oder neue Abwehrstrategien gegen Parasiten (,Red Queen®-
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Hypothese, Bell, 1982) erschwert werden. Insgesamt gibt es tber 20 verschiedene

Hypothesen flr die Evolution von Rekombination (Kondrashov, 1993).

Selbst wenn die langfristigen Nachteile von Asexualitdt zum Aussterben der Linie
fuhren, mul3 angenommen werden, dal’ die kurzfristigen Vorteile von Asexualitat
dazu fuhren, dal3 diese sich erst einmal etablieren kann. Doncaster et al. (2000)
schlagen jedoch anhand eines populationsdynamischen Modells vor, dal’ ab einer
bestimmten Zuwachsrate die intraspezifische Konkurrenz so grof3 wird, dafl3 eine
eindringende asexuelle Population sich selbst starker hemmt als die sexuelle.
Voraussetzung dafur ist allerdings, dafl3 die dkologischen Nischen beider Arten nicht
identisch sind. Dies gébe dann der sexuellen Form genug Zeit, um die oben

genannten Vorteile gegeniber der asexuellen auszupragen.

Bisher wurden die verschiedenen Theorien immer als konkurrierend angesehen.
Dabei mul3 jede Theorie extreme Annahmen machen, um die Beibehaltung von
Sexualitat erklaren zu konnen. West et al. (1999) zeigen dagegen in einem
pluralistischen Ansatz, daf} durchaus mehrere dieser Faktoren gleichzeitig bzw.

erganzend wirken kdénnen.

Die sich im Genom anhaufenden schadlichen Mutationen aufgrund fehlender
Rekombination sollen nach einigen Generationen zum Aussterben der asexuellen
Art fihren (Muller, 1964; Lynch & Gabriel, 1990). Dem widersprechen sog. ,ancient
asexuals®, Arten, die schon seit Millionen von Jahren ohne Anzeichen sexueller
Fortpflanzung existieren. Dies sind (1) bdelloide Rotatorien, (2) Ostracoden (70 Mio
Jahre) sowie (3) parthenogenetische Artemien (30-40 Mio Jahre). Dies stellt die
Theoretiker vor erhebliche Probleme (Judson & Normark, 1996).

1.3 Poecilia formosa — ein unisexueller Vertebrat

Der Amazonenkéarpfling (Poecilia formosa) gehort zur Familie der lebend-
gebarenden Zahnkarpfen (Poeciliidae, Teleostei) und wurde urspriinglich 1859 von
Girard beschrieben. Sein Trivialname leitet sich aus der griechischen Mythologie ab:

Die Amazonen waren ein Stamm mannerloser Kampferinnen.
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Abbildung 6: Poecilia formosa

Abbildung 5: ,Amazone zu Pferd",

Bronze von Louis Tuaillon (1895)

Tatsachlich gibt es bei P. formosa (fast) ausschlie3lich Weibchen, was erstmals von
Hubbs & Hubbs (1932) erkannt wurde. Dies ist die Folge eines besonderen
Fortpflanzungsmechanismus, der ,Gynogenese" (siehe 1.1). Die Weibchen
produzieren apomiktisch diploide Eizellen (Rasch et al., 1982; Monaco et al., 1984).
Apomixis impliziert (1) die Unterdriickung der ersten meiotischen Teilung, die durch
eine mitotische Teilung ersetzt wird, (2) dal keine Bivalente gebildet werden
(asynaptisch) und daf3 (3) keine Reduktion der Chromosomenanzahl stattfindet.
Spermien dienen nur als physiologische Stimuli, um die Embryogenese zu initiieren,
ohne dal3 das vaterliche Erbgut in die nachste Generation eingeht. Nach dem
Eindringen des Spermiums in die Oozyte findet keine Karyogamie statt. Die Téchter
sind demnach alle mit ihrer Mutter genetisch identisch. Diese klonale Fortpflanzung
laRt sich mit Hilfe mehrerer Techniken nachweisen (Hubbs & Hubbs, 1946a; Hubbs
& Hubbs, 1946b; Kallman, 1962a; Turner et al., 1980; Turner, 1982). Am
Uberzeugendsten gelingt dies mit dem genetischen Fingerabdruck (Schartl et al.,
1990; Turner et al., 1990; Schartl et al., 1991).

Ihre Spermienabhangigkeit zwingt die Weibchen, sympatrisch vorkommende
Mannchen verwandter Arten als Spermiendonatoren zu parasitieren (Klepto-
spermie). Im nordlichen Verbreitungsgebiet ist dies der Breitflossenkarpfling, P.
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latipinna, im sudlichen tberwiegend der Atlantikkarpfling, P. mexicana (Abbildung
7). In der Gegend um Tampico kommen zum Teil alle drei Arten sympatrisch vor
(Darnell & Abramoff, 1968). Da jedoch keine Syngamie stattfindet, missen die
Spermien nicht genetisch kompatibel sein, was das Spektrum mdglicher
Spermiendonatoren erweitert. Im Labor kann P. formosa daher auch mit einigen
anderen Arten der Gattung Poecilia vermehrt werden (Hubbs & Hubbs, 1946a;
Hubbs & Hubbs, 1946b; Hubbs, 1955; Haskins et al., 1960; Schlupp, 1995). Die
Verbreitungsgebiete der Wirtsarten sind sehr viel groRer als die des

Amazonenkarpflings. Es ist unklar, warum P. formosa dieses Potential nicht nutzt.

usa Hape Hallorgd I|
l_I
II
Purctn I_..-'"1'II.I‘II.-¢'|'I| \
k! —, b 1"'_ Hadgresss
Blaliprna

ﬁ‘:nﬂ-l__;;r,udr-.'-.%l W@ g% Aiver
Mexiko 3

GARLF OF HEXICO

Siiggranze Fngcodng

Paonnmn City

Abbildung 7: Verbreitung von P. formosa, P. mexicana und P. latipinna. Das Verbreitungsgebiet von P.
formosa ist schraffiert dargestellt. In Stid-Texas / Nord-Mexiko kommt P. formosa sympatrisch mit P.
latipinna vor, im sidlichen Verbreitungsgebiet mit P. mexicana. In der Gegend von Tampico (Mx)

kommen teilweise alle drei Arten sympatrisch vor. Verandert nach Schlupp (1995).
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Fur die Wirtsmannchen sind die Kopulationen mit P. formosa jedoch mit ,Kosten*
verbunden, ohne dal} sie einen direkten ,Nutzen* in Form von Nachkommen haben.
Solche Kosten sind zum Beispiel der Aufwand fur die produzierten Spermienpakete,
fur die Balz oder fir die verpafiten Gelegenheiten zur Kopulation mit arteigenen
Weibchen. Verhaltensphysiologische Untersuchungen haben jedoch ergeben, daf3
die Mannchen der beiden Wirtsarten sehr wohl in der Lage sind, P. formosa von den
arteigenen Weibchen zu unterscheiden und im optischen Wahlversuch auch die
arteigenen Weibchen bevorzugen (Schlupp et al., 1991; Ryan et al., 1996). Mittels
chemischer Signale und durch aktives Eingreifen in das intraspezifische
Balzverhalten der Wirte wird diese naturliche Praferenz von den P. formosa-
Weibchen unterlaufen, um so die fur das Uberleben der Art notwendigen
heterospezifischen Kopulationen zu erzwingen (Schlupp et al., 1991; Foran & Ryan,
1994).

Laboruntersuchungen zum Paarungsverhalten von P. latipinna ergaben sogar, dal3
die interspezifische Interaktion fur die Mannchen adaptiv sein konnte. Die Grundlage
dafur lieferten Studien an sexuellen Arten, bei denen gezeigt wurde, dafd Weibchen
die Wahlentscheidung anderer Weibchen kopieren (,mate copying“, Dugatkin &
Godin, 1992). Im P. formosa-Komplex haben Schlupp et al. (1994) gezeigt, dal3 die
sexuellen P. latipinna-Mannchen von Kopulation mit P. formosa einen Nutzen

haben, weil sie dadurch fur die arteigenen Weibchen attraktiver werden.

Wie bei den meisten unisexuellen Vertebraten (Vrijenhoek, 1989) handelt es sich
beim Amazonenkarpfling um eine Hybridart, die wahrscheinlich auf ein einziges
Hybridisierungsereignis zuriickgeht (Turner, 1982). Dabei stellt P. mexicana die
mitterlichen Stammform dar, P. latipinna bzw. ein Vertreter des P. latipinna / P.

velifera — Komplexes die véterliche (Schartl et al., 1995a).

P. formosa ist eine in Nordmexiko auf3erordentlich erfolgreiche Spezies, die an
vielen Stellen sehr hohe Individuenzahlen erreicht. Balsano et al. (1985) detektierten

32 % der gefangenen Poecilia-Weibchen als gynogenetisch.

1.4 Paternale Introgression bei P. formosa

Uberraschenderweise ergaben Abschatzungen aufgrund molekularphylogenetischer
Untersuchungen (Schartl et al., 1995a), da’ P. formosa wesentlich alter ist als dies

theoretische Uberlegungen (Lynch & Gabriel, 1990) auf der Basis von ,Muller's
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ratchet* erwarten lieRen. Ahnliche Befunde wurden auch fiir andere asexuelle
Wirbeltierarten erhalten, wie z.B. Poeciliiopsis (Quattro et al., 1992) oder
Ambystoma (Hedges et al., 1992; Spolsky et al., 1992). Eine mégliche Erklarung fur
dieses Phanomen bei P. formosa ist, daR offensichtlich in seltenen Fallen
vaterliches Erbmaterial an die Nachkommen weitergegeben werden kann (paternale

Introgression).

Triploidie

Kommt es aufgrund von Karyogamie zu einer tatsdchlichen Befruchtung der
diploiden Oozyte durch das haploide Spermium, entstehen triploide Tiere von P.
formosa (Kapitel 4). Triploide Weibchen aus dem natirlichen Habitat sind
normalerweise fertil und vermehren sich ebenfalls gynogenetisch. Die Nachkommen

sind daher ebenfalls triploid. (Rasch & Balsano, 1974; Lamatsch et al., in

Vorbereitung).

Mikrochromosomen

In anderen Fallen verbleiben offensichtlich nach der Aktivierung durch das artfremde
Spermium geringe DNA-Menge in der Oozyte, die in den Kern aufgenommen
werden und dann als Mikrochromosomen im Karyotyp zu identifizieren sind (Schartl
et al., 1995b; und Kapitel 4). Stammen die durch paternale Introgression
entstandenen Mikrochromosomen von einem ,Black Molly", einer schwarzen
Zuchtform der Gattung Poecilia mit dominanten Genen flr Schwarzfarbung
(Schroder, 1964), so koénnen die Nachkommen ebenfalls ein schwarzes
Pigmentmuster auspragen. Ausgehend von diesen Pigmentflecken entwickelt ein

Teil der Tiere maligne Melanome (Schartl et al., 1997 und Kapitel 3).

Der Mechanismus, der normalerweise bei gynogenetischer Fortpflanzung das
Erbmaterial des Spermiums aus der Oozyte entfernt, ist demnach in seltenen Fallen
fehlerhaft, so dall das vaterliche Genom bzw. ein Teil des vaterlichen Genoms
tatsachlich an die Nachkommen weitergegeben wird. Uber beide Wege kénnte also
“frisches” genetisches Material in die Oozyte eingeschleust werden.
Interessanterweise wurden bislang keine weiteren Formen paternaler Introgression

detektiert. Allerdings kdnnen beide Ereignisse kombiniert vorliegen.
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Triploide Mikrochromosomentrager

Wenn die Nachkommen gefleckter Mikrochromosomen-Trager ein weiteres Genom
durch paternale Introgression von einem wildtypisch gefarbten Mannchen erhalten,
so entwickeln sie sich zu Mannchen (Lamatsch et al., 2000a und Kapitel 5). Schlupp
et al. (1992; 1998) konnten zeigen, dal} die Gene, die fur die Auspragung des
mannlichen Phanotyps verantwortlich sind, trotz fehlendem Selektionsdruck noch
intakt sind und durch bestimmte Stimuli (z.B. mannliche Hormongaben) exprimiert

werden konnen.

1.5 Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollten die oben genannten Formen paternaler
Introgression sowie deren evolutive Konsequenzen am Beispiel des

gynogenetischen Amazonenkarpflings (P. formosa) untersucht werden.

Dazu sollte im ersten Teil der Arbeit (Kapitel 3) eine Methode etabliert werden, die
es ermdglicht die vom Black Molly stammenden Mikrochromosomen bzw.
mikrochromosomale Sequenzen zu isolieren. Damit wére die Grundlage fur weitere
Untersuchungen geschaffen, um die Gene charakterisieren zu kénnen, die fir die
Ausbildung maligner Melanome bei P. formosa verantwortlich sind. Auf3erdem
konnten damit funktionelle Daten erhalten werden, um die evolutive Bedeutung der

Mikrochromosomen beurteilen zu kdnnen.

Im zweiten Teil der Arbeit (Kapitel 4) sollten die Formen und Haufigkeiten von
paternaler Introgression in natirlichen Populationen verschiedener Fundorte
untersucht werden. Besonderes Augenmerk sollte dabei auf triploide Individuen
gelegt werden, die mit einer eigens dazu entwickelten, minimal-invasiven Methode
identifiziert werden kdnnen. DNA-Fingerprints sollten Uber die klonale Variabilitat

von triploiden gegeniber diploiden Individuen Aufschluf® geben.

Im dritten Teil der Arbeit (Kapitel 5) sollte das Auftreten triploider, phanotypisch
mannlicher Individuen in den Mikrochromosomen-tragenden Laborstdmmen von P.
formosa untersucht werden. Anhand von Verhaltensexperimenten sowie

zytogenetischen und molekulargenetischen Analysen sollte untersucht werden,

inwieweit es sich bei diesen Individuen — im Vergleich zu Ma&nnchen
gonochoristischer (zweigeschlechtlicher) Arten — um vollstandige Mannchen
handelte.

11
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2 Material und Methoden

21 Fische und Haltungsbedingungen

Die verwendeten Fische der Art P. formosa waren entweder Wildfange von den in
Abbildung 8 und Tabelle 1 dargestellten Fundorten in Mexiko oder Nachzuchten von
solchen Wildféangen.
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Abbildung 8: Fundorte der verwendeten Fische. F.O. 28 und 29 liegen am Rio Purificacion, F.O. 21 am
Rio Tamesi, F.O. 38 und 90 an der Laguna Champaxan. Die gepunkteten Linien stellen
Bundesstraf3en dar (hach Balsano et al., 1972).
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Die P. formosa Wildfange wurden entweder direkt nach Ankunft im Labor zur
Analyse herangezogen oder zur Weiterzucht mit Black Molly-, P. mexicana- oder
Liberty Molly-Mannchen als Spermiendonatoren verpaart. Die zur Zucht der
Hybriden verwendeten P. latipinna und P. mexicana stammen von dem Fundort
38 bzw. von Fundort 90. Der Angabe des Fundorts (F.O.) wird jeweils das Jahr
der Sammelreise beigeflgt, z.B. 28/96.

Tabelle 1: Fundorte von P. formosa im Nordosten Mexikos.

Fundort-Nr. Beschreibung GPS Wirt

21 Entwasserungsgraben 11 km N 19°2°38” P. mexicana
nérdl. von Ciudad Mante W 96°23'59.3 P. latipunctata

28 Rio Purificacion, N 24°4°49.5” P. mexicana
Barretal W 99°7°30.1°

29 Rio Purificacion, N 24°2°35.6” P. mexicana
Nuevo Padilla W 98°54°15.9"

38 Laguna Champaxan P. mexicana
bei Altamira

90 Altamira, BASF-Ausfluf P. mexicana

Im Labor wurden die Tiere unter Standardbedingungen gehalten wie von Kallman
(1975) fur Xiphophorus beschrieben: Die Aquarien besalRen eine GrofRe von 25-
600l, in denen die Fische in Populationen von 40 bis 100 Individuen gehalten
wurden. Die Wassertemperatur betrug 25-27°C bei einem Licht:Dunkel-Zyklus von
13:11 Stunden. Als Nahrung diente Trockenfutter und Lebendfutter (Artemia salina,

Daphnia), das mehrmals taglich verabreicht wurde.

2.2 Lichtmikroskopie und Fotodokumentation

Die zytogenetische Auswertung der Praparate erfolgte an einem Photomikroskop IlI
der Fa. Zeiss. Die fur die Hellfeld-Aufnahmen verwendeten Filme waren entweder
Agfa-Ortho 25 oder ORT 25 Macophot.
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Lebende Fische wurden mit einer Minolta Digitalkamera RD-175 mit einem Minolta
AF Makroobjektiv, 50 mm, 1:2.8 (32) aufgenommen und im Computer mit Adobe®
Photoshop bearbeitet.

2.3  Agarose-Gelelektrophorese

Die fur die verwendeten Agarosegele (0.8-2.0%) benétigte Menge an Agarose
wurde in 1 x TBE-Puffer (bzw. 1 x TAE) aufgenommen und im Mikrowellengerat
geschmolzen. Nach Abkuhlung unter 60°C konnte die Agarose in die vorbereiteten
Gelkammern gegossen werden. Das erhartete Gel wird in eine mit 1 x TBE (bzw. 1
x TAE) geflllte Gelkammer eingesetzt, die Proben mit 1/10 Volumen 10 x
Probenpufffer versetzt und in die Geltaschen geflllt. Zur Abschatzung der
FragmentgroRe wird ein Langenstandard aufgetragen, der Fragmente bekannter

GrofRe aufweist.

10 x TBE-Puffer: 900 mM Tris 10 x TAE-Puffer: 400 mM Tris
900 mM Borsaure 400 mM Essigsaure
10 mM EDTA, 10 mM EDTA,
pH 8.0 pH8.0

10 x Probenpuffer:  50% Glycerin
100 mM EDTA pH 8.0
1% SDS
0.25% Bromphenolblau
0.25% Xylencyanol

Genomische DNA wird bei ca. 3 V/cm aufgetrennt, durch Restriktions-
endonukleasen gespaltene DNA bei bis zu 5 V/cm. Anschlie3end wird das Gel in
einer Ethidiumbromid-Losung (1 pg/ml) 20-40 min gefarbt und auf dem UV-
Transilluminator (254 nm) photographiert. Zu klonierende DNA-Fragmente werden
Uber langwelligem UV-Licht (366 nm) aus dem Gel ausgeschnitten, um UV-
induzierte DNA-Strangbriiche zu vermeiden, und mit dem Concert Rapid Gel

Extraction System von Quiagen aus dem Gel extrahiert.
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3 Molekulare Charakterisierung der Mikrochromosomen

31 Einleitung

Unter Laborbedingungen werden P. formosa normalerweise mit Black Molly-
Mannchen als Spermiendonatoren gezlchtet. Black Molly ist eine Zuchtform der
Gattung Poecilia (Abbildung 9), die wahrscheinlich aus einer Kreuzung zwischen P.

sphenops und P. latipinna hervorging (Schroder, 1964).

Abbildung 9: P. formosa-
Weibchen (oben) mit
Black Molly-M&nnchen
(unten).

Der Name Black Molly geht auf die Schwarzfarbung der gesamten Korperoberflache
und der Flossen zuriick. Diese Pigmentierung wird durch einem besonderen Zelltyp,
die sog. ,Makromelanophoren“ (Schartl et al., 1997) verursacht. Wéhrend
-Mikromelanophoren“ melaninhaltige Zellen normaler ZellgroRe (30 — 100um)
darstellen, die fur die wildtypisch graue Farbung von P. formosa verantwortlich sind,
sind Makromelanophoren auf3ergewdhnlich grof3 (300 — 500 um; Abbildung 10).

N o .| Abbildung 10: Pigmentzellen bei
% Poeciliiden.  Mikromelanophoren
(Pfeile) sowie Makromelanophoren
(M). Der Balken entspricht 100 pum.
Foto: M. Schartl.
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3 Charakterisierung der Mikrochromosomen Einleitung

Die Pigmentierung aufgrund von Makromelanophoren wird von dominanten Genen
gesteuert, die bei Black Molly, jedoch nicht bei wildtypisch grau-griin geféarbten
Fischen wie P. formosa und den Wildformen von P. mexicana und P. latipinna zu
finden sind (Schrdder, 1964).

3.1.1 Paternale Introgression in Form von Mikrochromosomen

Normalerweise sind die Nachkommen solcher mit Black Molly (Abbildung 11b)
angepaarten P. formosa (Abbildung 11a) aufgrund der gynogenetischen
Fortpflanzungsweise mit ihren Mduttern genetisch identisch und daher ebenfalls
wildtypisch gefarbt. In seltenen Fallen (ca. 1%) treten jedoch Nachkommen auf, die

ein schwarzes Pigmentmuster aufweisen (Abbildung 11c).

Eine Untersuchung der Pigmentzellen ergab, dall es sich dabei um
Makromelanophoren handelte (Schartl et al., 1995b). Allerdings unterschied sich
das Pigmentmuster von den gleichméaRig gefleckten Individuen, die aus Kreuzungen
zwischen Black Mollies und wildtypisch gefarbten sexuellen Poecilia hervorgingen
(Abbildung 11d).

Nur zwei von ca. 50 in unseren Laboratorien (Wirzburg, Hamburg) erhaltenen
gefleckten Weibchen gaben die Pigmentierung an einen Teil ihrer Nachkommen
weiter. Es wurden gefleckte und fast schwarze Individuen erhalten (Abbildung 11e,
f, g). Daneben wurden auch rein wildtypisch gefarbte Nachkommen produziert.

Schon Balsano et al. (1989) fanden Nachzuchten von P. formosa mit Black Molly,
die schwarze Flecken aufwiesen jedoch niemals ihre Pigmentierung an die
Nachkommen weitergaben. Entgegen deren Vermutung stellte sich heraus, dal
diese Individuen nicht triploid waren. Auch Schartl et al. (1995b) konnten anhand
von DNA-Fingerprinting keine Unterschiede zwischen gefleckten oder fast komplett
schwarzen P. formosa, ihren wildtypisch gefarbten Geschwistern und dem
urspringlichen maternalen Klon (P.f. 1) finden. Die Beteiligung des paternalen
Genoms mufte demnach sehr gering sein, was auch durch die Tatsache gestiitzt
wurde, dall Gewebetransplantate gefleckter Individuen von ungefleckten Tieren
nicht abgestofRen wurden (Schartl et al., 1995b).
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Abbildung 11: Darstellung ungewdhnlich pigmentierter P. formosa, die aus Zuchtansétzen mit Black
Molly stammen. (a) Wildtypisch geféarbtes P. formosa-Weibchen; (b) Black Molly-Mannchen; (c)
ungewdhnlich pigmentiertes P. formosa-Weibchen aus Kreuzung zwischen (a) und (b); (d) als
Vergleich dazu ein gleichmé&Rig pigmentiertes Hybridtier aus einer Kreuzung zwischen P. mexicana x
Black Molly; (e) gefleckte Tochter von (c); (f), (g) gefleckte bzw. fast véllig schwarze Enkel von (c); (h)
ein fast schwarzer Urenkel von (c), der eine grof3e unpigmentierte Stelle aufweist. Aus Schartl et al.,
(1995b).

R o 0N on AR AA fn AN AN AN (D AN
A0 AN AN AN AA D DA IN AR Y A

O/ 00 on 16 A0 00 AR a0 BA BD AN an
O B0 A0 QN DO GN AN AD OO B0 AR = - -

Abbildung 12: Karyogramm von pigmentierten P. formosa mit zwei (a) bzw. drei (b)
Mikrochromosomen. Nach Schartl et al. (1995b).
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Erst anhand von zytogenetischen Analysen konnte der vaterliche Beitrag in Form
sog. ,Mikrochromosomen” identifiziert werden (Abbildung 12). Mikrochromosomen
sind kleine, Uberzahlige Chromosomen, die bei allen untersuchten gefleckten P.
formosa identifiziert werden konnten. Weder der urspringliche Wildtyp-Stamm P.f. |

noch der Laborstamm von Black Molly wiesen Mikrochromosomen auf.

Der genaue Mechanismus, wie es bei einem gynogenetischen Organismus zu
paternaler Introgression kommen kann, ist bislang nicht geklart. Es wird
angenommen, dal es sich dabei um einen Fehler des Mechanismus handelt, der
bei gynogenetischer Fortpflanzungsweise fir den Ausschlul3 bzw. Abbau des

Spermiengenoms sorgt.

Es stellte sich heraus, daf} die ungefleckten P. formosa-Nachkommen ein
Mikrochromosom, gefleckte Individuen tUberwiegend zwei und die fast vollstandig
schwarz gefarbten Tiere Uberwiegend drei Mikrochromosomen zusétzlich zu dem
diploiden Chromosomensatz aufwiesen. Demnach korreliert die Pigmentierung stark
mit der Anwesenheit von zwei oder drei Mikrochromosomen. Die Gene, die fir die
Pigmentierung verantwortlich sind, der sogenannte Makromelanophoren-Locus,
mussen deshalb auf diesen Mikrochromosomen liegen und werden vor dem
genetischen Hintergrund eines fremden Organismus exprimiert. Dies stellt eine
besondere Situation dar, da uberzahlige Chromosomen normalerweise genetisch
inert sind (Jones & Rees, 1982).

Da ca. 30% der Nachkommen eines gefleckten Weibchens keine Pigmentierung
aufweisen, scheinen die Mikrochromosomen nicht stabil vererbt zu werden. Dies
gilt jedoch nur fur das zweite und dritte Mikrochromosom, da bisher kein Individuum
alle Mikrochromosomen verloren hatte (Schartl et al., 1995b; und unverdéffentlichte
Daten). Demnach wird eines der Mikrochromosomen zu einem festen Bestandteil
des Genoms und stabil an alle Nachkommen weitervererbt, wahrend das zweite

und/oder dritte Mikrochromosom in der Keimbahn verloren gehen kann.

Interessanterweise  entwickelten einige  dieser  Mikrochromosomen-Trager
ausgehend von den Makromelanophoren bdsartige Pigmentzelltumore (maligne
Melanome) (Abbildung 13). Es wurde niemals beobachtet, da wildtypische P.
formosa oder Tiere, die die Mikrochromosomen mit dem Makromelanophoren-Locus
verloren hatten, Tumore entwickelten. Auch Black Mollies zeigen trotz des hohen
Anteils an Makromelanophoren keine Melanome (Schartl et al., 1997)
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Abbildung 13: Malignes Melanom am Maul
eines fast vollig schwarz geféarbten P. formosa.
Nach Schartl et al. (1997).

Dies erinnert an die Situation bei Xiphophorus (Poeciliidae): Bereits in den 20er
Jahren beschrieben Genetiker, dal3 die Nachkommen aus einer bestimmten
Kreuzung zwischen dem makromelanophorentragenden Platy (Xiphophorus
maculatus) und dem griinen Schwerttrager (Xiphophorus helleri) eine Verstarkung
der Pigmentierung bis hin zu bésartigen Wucherungen entwickelten (Gordon, 1927;
Haussler, 1928; Kosswig, 1928). Diese als Melanome identifizierten Wucherungen
gingen stets von den Pigmentflecken aus, die aus Makromelanophoren gebildet

wurden.

3.1.2 Das Xiphophorus-Melanom-System

Durch die Kreuzung eines X. maculatus-Weibchen, das ein Makromelanophoren-
muster in der Ruckenflosse (Sd = ,spotted dorsal*) aufweist, mit einem X. helleri-
Méannchen, das keine Makromelanophoren besitzt, resultieren Hybride, die bereits
eine Verstarkung des Pigmentmusters in der Rickenflosse zeigen. Da es bislang
keine vergleichende Klassifikation von Pigmentzelllasionen bei Fischen und
Saugetieren gibt, wird diese Verstarkung des Makromelanophorenmusters aufgrund
von histologischen Kriterien als benignes Melanom bezeichnet. Werden diese
Hybride mit X. helleri rickgekreuzt, kommt es in den Nachkommen zu einer
Aufspaltung: 50 % der Nachkommen haben keine Makromelanophoren; 25 %
zeigen ein verstarktes Pigmentmuster, das entsprechend dem der F;-Generation als
benignes Melanom zu charakterisieren ist (Vielkind et al., 1977), und 25 % zeigen

ein malignes Melanom, das invasiv in umliegendes Gewebe einwachst.

Histologische Untersuchungen der Tumore belegen, dal3 die Malignitdt mit dem
Differenzierungsgrad der Pigmentzellen korreliert: Gutartige Melanome bestehen

Uberwiegend aus ausdifferenzierten Melanophoren, wéahrend bdsartige Melanome
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vor allem aus gering differenzierten, proliferierenden Melanoblasten und

Melanozyten zusammengesetzt sind (Anders et al., 1984).

Nach Ahuja & Anders (1976) ist ein auf dem Geschlechtschromosom von X.
maculatus befindlicher Tumorlocus (Tu) fur die Melanomentstehung verantwortlich.
In Wildtyp-Fischen unterliegt dieser Tumorlocus der Kontrolle eines autosomalen
regulatorischen Locus R, der die Aktivitdt von Tu im Sinne eines Tumorsuppressors
unterdriickt. Erst durch die sukzessive Eliminierung dieses Regulators durch
Kreuzung mit X. helleri, der weder Tu noch R enthalt, kommt es durch die Aktivitat
des Tumorlocus zur Tumorentstehung. Die Kreuzungsdaten lassen jedoch noch
eine alternative Interpretation zu. R kénnte auch eine Rolle als Aktivator einnehmen,
der aus dem X. helleri-Genom in die Hybriden eingefihrt wird. Auch bei diesem
alternativen genetischen Modell kommt es zu einer Gendosis-abh&ngigen

Aktivierung von Tu.

Bei der fur die Tumorentstehung verantwortlichen Komponente des Tu-Locus
handelt es sich um eine Rezeptortyrosinkinase vom Typ | (Ullrich & Schlessinger,
1990), die groRe Ahnlichkeit mit dem humanen EGF-Rezeptor aufweist, jedoch nicht
das korrespondierende Fisch-Homolog darstellt. Deshalb wurde das Gen als
Xiphophorus Melanom Rezeptor Kinase bezeichnet (Xmrk).

Neben einer onkogenen Kopie von Xmrk konnte eine weitere Genkopie detektiert
werden, die unabhangig von der Anwesenheit des Tu-Locus in allen untersuchten
Fischen dieser Familie zu finden ist (Schartl, 1990). Durch Identifizierung eines
Genlocus, der die gleiche Sequenz wie die 5-Region des Onkogens enthéalt (D-
Locus, Adam et al., 1993), lie3 sich ein Modell fur die Entstehung des Xmrk-
Onkogens erstellen: Durch eine nicht-homologe Rekombination zwischen dem
Protoonkogen und dem D-Locus entstand eine zweite Kopie von Xmrk, die unter die
Kontrolle des fremden Promotors gelangte und dadurch Uberexprimiert wird (fUr
einen Uberblick siehe Gutbrod & Schartl, 1999; Schartl, 1995).

3.1.3 Mikrochromosomen als Ursache fur Pigmentzelltumore

Obwohl die Situation in Bezug auf das Vorhandensein eines Makromelanophoren-
Locus in einem fremden genetischen Hintergrund mit dem Xiphophorus-System
vergleichbar ist, gibt es doch einige Besonderheiten bei dem P. formosa-System:
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= Obwohl alle Fische klonal sind, entwickeln nur etwa 5 % Tumoren.

= Trotz der gleichméafigen Pigmentierung des Korpers und der Flossen war die
Entstehungsorte der Tumoren nicht zufallig verteilt. Sie traten nur am vorderen
Korperende auf und waren dort signifikant haufiger am linken Kiemendeckel, am
oberen Rand der Schnauze und am Schéadeldach zu lokalisieren. Nie waren
Tumore im hinteren Kdrperabschnitt zu finden.

= Bei P. formosa variierte stark das Alter, in dem die Fische den Tumor
ausbildeten. Das friheste Auftreten eines Tumors wurde bei einem 3 Monate
alten Tier beobachtet, andere Individuen bildeten erst in einem Alter von tber
einem Jahr einen Tumor aus (Schartl et al., 1997).

= Die Wachstumsraten der Tumore zeigten ebenfalls eine starke Streuung.
Wahrend einige Melanome innerhalb von zwei bis drei Wochen ein bestimmtes
Volumen erreichten, benétigten andere dazu bis zu vier Monate (Schartl et al.,
1997).

Diese Ergebnisse zeigen deutliche Unterschiede zu dem Xiphophorus-Melanom-
System, bei dem Fische eines bestimmten Genotyps eine Tumorrate von 100 %
zeigen. Ebenso entstehen die Tumore immer an der gleichen Stelle und zeigen eine
vergleichbare Malignitat. Trotz dieser Unterschiede zwischen dem Xiphophorus-
Melanom-System und dem P. formosa-Melanom-System wurde Uberprift, ob Xmrk
auch bei P. formosa eine tumorauslésende Funktion zukommt. Durch Hybridisierung
von Xmrk-cDNA auf genomische DNA von gefleckten und wildtypisch gefarbten P.
formosa konnten in Southern Blot-Experimenten keine Unterschiede nachgewiesen
werden, die wie im Xiphophorus-System auf eine zweite onkogene Kopie von Xmrk
in Melanomfischen hinweisen wirden. Ebenso konnte auf Proteinebene mit einem
Xmrk-spezifischen Antikorper keine Uberexpression des Rezeptors detektiert
werden. Auch andere Protoonkogene, z.B. aus der src-Familie (c-src, c-yes), die in
Xiphophorus-Melanomen normalerweise Uberexprimiert werden, zeigten keine

erhohten Transkriptmengen in Tumorgewebe von P. formosa.

Demnach scheinen die Mikrochromosomen einen bislang nicht identifizierten
Genlocus zu tragen, der in Anwesenheit des Makromelanophoren-Locus die
Voraussetzungen fir die Entwicklung eines Pigmentzelltumor schafft. Obwohl die
Tumore bei P. formosa und Xiphophorus in ihrer histologischen Erscheinungsform
sehr ahnlich sind, scheinen doch unterschiedliche molekulare Ursachen fir deren

Entstehung verantwortlich zu sein.
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3.1.4 P.formosa als Modellsystem

Trotz des gewaltigen Fortschritts, den die Identifizierung und funktionelle
Charakterisierung einzelner Tumorgene brachte, ist man von einem Verstandnis der
Vorgénge, die zum Tumor fuhren, noch weit entfernt. Die Hauptschwierigkeit in der
Analyse der extrem komplexen Situation liegt darin, aus dem Endprodukt Tumor auf
die Abfolge der Ereignisse zu schlieBen bzw. die erste genetische Aberration zu
identifizieren. Genetische Modellsysteme (wie z.B. das Xiphophorus-Melanom-
System) haben den Vorteil, da3 die Gene, die fur die primaren Ereignisse der
Tumorentstehung verantwortlich sind, durch klassische genetische Methoden
eindeutig definiert sind. Auch durch gezielte Kreuzungen kdnnen die auslésenden
Faktoren weiter eingegrenzt werden. In diesem Sinne koénnte P. formosa ein
weiteres Modellsystem zur Tumorforschung darstellen, da das Auftreten maligner
Melanome eindeutig mit dem Vorhandensein von Mikrochromosomen korreliert, die
den Makromelanophoren-Locus von Black Molly tragen. Damit kann die Ursache

bereits auf einen Bruchteil (ca. 1/20) des Genoms eingegrenzt werden.

3.1.5 Fragestellung

Mit der Charakterisierung dieser Mikrochromosomen kann demnach ein grol3er
Schritt zur Aufklarung der komplexen Vorgange geleistet werden, die zur
Tumorbildung bei P. formosa fiihren. Zuséatzlich kann die Frage nach der Bedeutung
der paternale Introgression fur die Evolution von P. formosa nur angegangen
werden, wenn bekannt ist, ob und welche funktionellen Gene sich auf den

Mikrochromosomen befinden.

In der vorliegenden Arbeit sollte zunéchst eine Methode etabliert werden, mit der es
mdglich ist, die Mikrochromosomen zu isolieren. Dazu wurden verschiedene
Methoden angewandt, die entweder die Isolierung ganzer Mikrochromosomen
(Mikrosezierung, Pulsfeld-Gelelektrophorese, Chromosomen-Sortierung) oder
mikrochromosomaler Sequenzen zum Ziel hatten (Multilocus DNA-Fingerprinting,

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)).
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 Fische

Zur Analyse wurden verschiedene Laborstamme von Mikrochromosomen-Tréagern
(P.f. 637, P.f. 533, P.f. 857) untersucht. Diese Laborstamme stammen von einem
einzigen Tier von P.f. | ab, das urspringlich 1989 die Mikrochromosomen von Black
Molly erworben hatte. Bei P.f. | handelt es sich um einen Laborstamm, der auf Tiere
zurlickgeht, die ca. 1953 von CP Haskins bei Brownsville (Tx, USA) gesammelt
worden waren. Die verschiedenen Mikrochromosomen-Stdmme sind nacheinander
durch Abspaltung und Isolation von Klonen aus der Ursprungslinie entstanden. P.f.
533 ist seit August 1992, P.f. 637 seit Februar 1994 und P.f. 857 seit November

1995 isoliert geziichtet worden.

Abbildung 14: Schematische Darstellung der
Pri PI 633 B 637 Pr asT . .
einzelnen Mikrochromosomen-tragenden
Stamme von P. formosa. Der Stammbaum
beruht auf zwei Tieren aus dem Wildtyp-
Stamm P.f. |, die Mikrochromosomen von
Black Molly erhalten hatten und diese an die

Nachkommen weitergaben.

3.2.2 Multilocus DNA-Fingerprint

DNA-Fingerprints wurden angefertigt wie unter 4.2.6 beschrieben.
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3.2.3 Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Bei AFLP handelt es sich um eine sehr sensitive Methode, die Mutationen im
Genom einzelner Individuen aufzeigen kann. Auf diese Weise wird ein fir ein
Individuum charakteristisches Bandenmuster erzeugt, eine Art Fingerabdruck. Damit
sollen Unterschiede zwischen Mikrochromosomen-tragenden P. formosa und
wildtypisch geféarbten P. formosa detektiert werden. Da das Mikrochromosom —
abgesehen von geringfiigigen Mutationen im Verlauf der klonalen Variabilitat — den
einzigen Unterschied zwischen den verschiedenen Laborstammen darstellt, sollten

anhand dieser Methode Mikrochromosom-spezifische Sequenzen erhalten werden.

Die von Vos et al.(1995) beschriebene Methode basiert auf der Vervielfaltigung von
Restriktionsfragmenten genomischer DNA durch PCR. Die Restriktionsfragmente
werden durch Spaltung der DNA mit zwei verschiedenen Restriktions-
endonukleasen, einem selten schneidendem Enzym (EcoRI) und einem haufig
schneidendem Enzym (Msel), erzeugt und an Adaptermolekdile ligiert, die zu den

von EcoRI bzw. Msel generierten Gberhdangenden Enden kompatibel sind.

Struktur der Adapter:
EcoRI-Adapter: 5"-CTCGTAGACTGCGTACC-3
3'CATCTGACGCATGGTTAA-5
Msel-Adapter: 5-GACGATGAGTCCTGAG-3

3-TACTCAGGACTCAT-5

In der ersten PCR wird aus der Gesamtheit der vorhandenen Restriktionsfragmente
nur eine bestimmte Subpopulation amplifiziert. Diese Selektion beruht auf der Wahl
von Primern, die jeweils komplementér zu einem der Adaptermolekile sind, aber 3
der Restriktionsenzym-Erkennungssequenz mit einem zusatzlichen, selektiven

Nukleotid ausgestattet sind (+1-Primer).

In der zweiten PCR wird die Anzahl an Restriktionsfragmenten durch Primer mit
zwei weiteren selektiven Nukleotiden (+3-Primer) weiter eingegrenzt, so dal3 sie auf
einem Polyacrylamid-Sequenzgel gut ausgewertet werden kénnen. Fir jedes der
beiden Restriktionsenzyme koénnen 64 verschiedene +3-Primer generiert werden

(NNN), die sich durch die Basenfolge am 3"-Ende unterscheiden
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Struktur der +3-Primer:
EcoRI-Primer: 5 -GACTGCGTACCAATTC NNN-3°

Msel-Primer: 5 -GATGAGTCCTGAGTAA NNN-3°

Zunachst werden je 500 ng genomische DNA von Mikrochromosomen-tragenden
Individuen sowie von Wildtyp-Stamm P.f. | mit je 5U EcoRI und Msel fir 1 h in 40 pl
10 mM Tris-HAc pH 7.5, 10 mM MgAc2, 50 mM KAc, 5 mM DTT und 50 ng/ul BSA
gespalten. AnschlieRend wird in 10 pl desselben Puffers unter Zugabe von 1 mM
ATP, 1 U T4 DNA Ligase, 5 pMol EcoRI-Adapter und 50 pMol Msel-Adapter fir 3 h
bei 37°C ligiert. 5 pl der mit 10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA pH 8.0 im Verhaltnis
1:10 verdinnten Ligation werden als Matrize in der folgenden Erstamplifizierung
eingesetzt. Diese erfolgt in 1 x PCR-Puffer (10 mM Tris-Cl pH 8.85, 50 mM KCI, 1.5
mM MgCl,, 0.1% Triton X-100) mit je 30 ng der beiden +1-Primer (EcoRI+A,
Msel+G), 200 pM der vier Nukleotide und 0.4 U Taq Polymerase in einem

Reaktionsvolumen von 20 pl.

Erstamplifizierung: 94°C 120 sec 1 Zyklus

94°C 30 sec
56°C 60 sec 20 Zyklen

72°C 60 sec

72°C 120 sec 1 Zyklus

Nach erneuter 1:10 Verduinnung werden 5 pl als Matrize in die zweite PCR in einem
Reaktionsvolumen von 20 ul eingesetzt. Dabei werde 30 ng des einen +3-Primers

eingesetzt und 5 ng des anderen +3-Primers, der radioaktiv markiert wird.

Die radioaktive Markierung des Primers erfolgt in 1 x Kinasepuffer in einem
Volumen von 50 pl unter Verwendung von 500 ng Primer, 100 pCi [y*P] ATP und
10 U T4 Polynukleotidkinase fur 30 min bei 37°C. Die Reaktionsprodukte werden bis
zur Verwendung bei —20°C gelagert. Als EcoRI+3-Primer wurden ACC und AAC
verwendet, als Msel+3-Primer GTG, GAG, GGT, GTC, GCA, GAA, GCC und GAT.
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Zweitamplifizierung: 94°C 120 sec 1 Zyklus
94°C 30 sec
12 Zyklen
65°C 30 sec
72°C 60 sec 1 Zyklus

In den ersten 12 Zyklen wird die Annealing-Temperatur
um 0.7°C pro Zyklus reduziert, woran sich weitere 24
Zyklen mit einer Annealing-Temperatur von 56°C

anschlielRen:

94°C 120 sec 1 Zyklus

94°C 30 sec
24 Zyklen
56°C 30 sec

72°C 120 sec 1 Zyklus

Die Amplifizierungen erfolgten im Thermal Controller PTC-100 (MJ Research, Inc.,
Massachusetts, USA). Die PCR-Proben werden 1:1 mit Ladepuffer verdinnt und bis
zum Gellauf bei —20°C gelagert.

Ladepuffer: 98% Formamid
10 mM EDTA pH 8.0
0.05% Bromphenolblau
0.05% Xylencyanol

Denaturierende Polyacrylamid-Gele

Die durch AFLP erhaltenen PCR-Produkte werden 5 min hitzedenaturiert, auf ein

5% denaturierendes Gel (40 x 30 cm) aufgetragen und ca. 2 h bei 35 W aufgetrennt.
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Gellosung: 5% Acrylamid / Bisacrylamid (19:1)
0.5 x TBE
0.024% TEMED
0.1% APS
7 M Harnstoff

AnschlieBend wird das Gel unter Vakuum getrocknet und ein Réntgenfilm bei

Raumtemperatur zur Erstellung einer Autoradiographie aufgelegt.

Klonierung von PCR-Fragmenten

Durch Auflegen des Films auf das getrocknete Gel werden die Banden von
Interesse markiert und ausgeschnitten. Etwa ein Drittel des Gelstiicks wird direkt in

einem Reaktionsansatz von 50 pl entsprechend der Erstamplifikation reamplifiziert.

Reamplifizierung: 94°C 120 sec 1 Zyklus

94°C 30 sec
40 Zyklen
56°C 30 sec

72°C 120 sec 1 Zyklus

Die PCR-Produkte wurden auf 1.5% Agarosegelen / 1 x TBE kontrolliert und aus
0.8% Agarosegelen / 1 x TAE ausgeschnitten und mit QUIAEX Il (Quiagen) auf-
gereinigt. Mit Hilfe des SureClone™ Ligaton Kits (Pharmacia) wurden die PCR-
Produkte gem&aR den Anweisungen des Herstellers in den Vektor pUC18 kloniert.
Dabei werden im gleichen Reaktionsschritt 3-Uberhange durch die 3°-5'-
Exonukleaseaktivitdt der Klenow Polymerase entfernt, sowie die 5-Enden der
Fragmente durch die T4 Polynukleotidkinase phosphoryliert. Nach einer Phenol /
Chloroform-Extraktion wird die wafirige Phase Uber eine MicroSpin Saule gereinigt.
Ein Teil davon wurde in aquimolaren Mengen mit dem Smal geschnittenen,
dephosphorylierten Vektor in die Ligationsreaktion eingesetzt. Die Ligation erfolgte
in 1 x Ligasepuffer mit 1 U T4 DNA-Ligase in einem Volumen von 20 pl fir 2-4 h bei
16°C.
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Herstellung transformations-kompetenter Bakterien (nach Hanahan, 1985)

50 ml SOB-Medium werden mit 2 ml einer Bakterien-Vorkultur (E. coli XL-1 Blue)
angeimpft und bei 37°C bis zu einer optischen Dichte von 0.4 — 0.7 bei 550 nm
Wellenldnge kultiviert. Die Bakteriensuspension wird auf Eis abgekihlt und bei
3000rpm (Minifuge RF, Heraeus) fur 10 min zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen
werden vorsichtig in eiskaltem TFB-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert.
Hierauf werden die Bakterienzellen in einer adaquaten Menge an TFB-Puffer
aufgenommen (ODgoo X 6 ml) und fir 15 min auf Eis gekihlt. Nach zweimaliger
Zugabe von 35 ul DnD pro ml Medium verbleiben die Bakterienzellen jeweils weitere
15 min auf Eis. Danach kdnnen die Transformations-kompetenten Bakterien bis zu

24 h auf Eis gelagert werden.

SOB-Medium: 20 g/l Trypton DnD: 1MDTT
5 g/l Hefe-Extrakt 90% DMSO
2.5 mM KCI 10 mM KAc, pH 7.5
10 mM NaCl
pH 7.6 mit KOH

TFB-Puffer: 100 mM KCI
45 mM MnCl, " 4H,0
10 mM CacCl, - 2 H,O
3 mM Hexamin-Co(lll)Chlorid
10 mM MES (pH 6.3 mit KOH)
pH 6.2

Transformation kompetenter Bakterien

200 pl der Transformations-kompetenten Bakterienzellen wird je die Halfte des
Ligationsansatzes steril zugesetzt. Nach weiteren 15 min auf Eis werden die
Bakterien fur 90 sec einem Hitzeschock im 42°C Wasserbad ausgesetzt und sofort
wieder auf Eis gestellt. Die Suspension wird mit 1.3 ml SOB aufgefillt und im
Thermoblock bei 37°C unter maRigem Schitteln 1 h inkubiert. Im Anschlufd werden
die transformierten Bakterienzellen 5 min bei 5000 rpm (Eppendorf Tischzentrifuge)

gesammelt, in 100 pl SOB-Medium resuspendiert und in verdinnter (10%) bzw.
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konzentrierter (90%) Form auf LB"™-Platten ausgestrichen und {iber Nacht (o/n)

kultiviert.
Platten-Agar: SOB-Medium
15 g/l Agar
20 mM MgSO,

Auf jede Platte werden vor dem Ausplattieren der Bakterien 50 pl X-Gal (20 mg/ml)
und 50 ul IPTG (20 mg/ml) aufgebracht.

Praparation der Plasmid-DNA aus kompetenten Bakterien (nach Del Sal et al.,

1988)

1.5 ml einer o/n Bakterienkultur werden 5 min bei 5000 rpm (Eppendorf
Tischzentrifuge) zentrifugiert, und das Pellet in 200 ul STET-Puffer grindlich
resuspendiert. Nach Zugabe von je 4 ul Lysozymlésung (50 mg/ml) werden die
Proben 5 min bei RT inkubiert und anschlieRend 45 sec in kochendes Wasser
gestellt. Die Bakterienbestandteile (Membranbruchsticke und anhaftende
chromosomale DNA) werden abzentrifugiert (10 min, 10 000 rpm) und mit einem
sterilen Zahnstocher entfernt. Zum Abtrennen von Proteinen von der Plasmid-DNA
werden dem Uberstand 8 pl einer 5% CTAB-Losung zugegeben und 5 min bei
10000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wird in 300 pl NaCl (1.2 mM) geldst, die
Plasmid-DNA mit 2.5 Vol 100% Ethanol gefallt und nach 15 minutiger Inkubation bei
—20°C abzentrifugiert (10 min bei 10000 rpm, 4°C, Eppendorf Tischzentrifuge).
Nach Waschen mit 70% Ethanol wird die DNA in 40 pl H,O geldst.

STET-Puffer: 8% Saccharose
0.5% Triton X-100
50 mM Tris-Cl pH 8.0
50 mM EDTA pH 8.0

Zum Herausschneiden des klonierten Fragments wurde ein Doppel-

Restriktionsenzym-Verdau (EcoRIl, BamHI) bei gleichzeitiger Anwesenheit von
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2.5ug RNase A in einem Reaktionsvolumen von 20 pl vorgenommen, und das

Ergebnis auf einem 1.5% Agarosegel Uberpruift.

Bakterien, die ein Plasmid mit dem richtigen Fragment tragen, werden in 30 ml
SOB-Medium vermehrt, und die Plasmid-DNA mit dem Plasmid Midi Kit (Qiagen)
laut Protokoll des Herstellers prapariert. Diese wurde dann sowohl fur die

Sequenzierung als auch als Sonde fir die in-situ-Hybridisierung verwendet.

Anlegen von Bakterien-Dauerkulturen

Zur Lagerung rekombinanter Bakterien bei —80°C werden 1 ml einer Ubernacht-
kultur 250 pl 86% Glycerin zugesetzt, durch Vortexen gemischt und sofort in

flussigem Stickstoff schockgefroren.

Sequenzierung von PCR-Produkten

Die durch Klonierung erhaltenen AFLP-Fragmente wurden mit dem Cycle
Sequencing Kit (RPN, Pharmacia) gemall den Anweisungen des Herstellers auf

dem ALF™ DNA Sequencer AM V3.0 (Pharmacia) sequenziert.

3.2.4 Southern Blot-Analyse

Bei der Southern Blot-Analyse wird mit Restriktionsendonukleasen geschnittene
DNA aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran Ubertragen. Auf dieser kdnnen
durch Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde komplementére

Sequenzen detektiert werden.

Restriktionsenzymverdau genomischer DNA

Zur Southern Blot-Analyse werden 8-10 pg genomische DNA mit 10 U/ug eines
Restriktionsenzyms utber Nacht verdaut und auf einem 0.8% Agarosegel in 1 x TAE-

Puffer ca. 17 Stunden bei 1.5 V / cm aufgetrennt.
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Alkalischer Transfer von DNA auf eine Nylonmembran

Der Transfer der DNA-Fragmente aus dem Agarosegel auf die Nylonmembran

erfolgt durch Kapillarkrafte (modifiziert nach Southern, 1975).

Nach der Fotodokumentation des Ethidiumbromid gefarbten Gels Uber UV-Licht wird
das Gel fur 2 x 15 min in 0.25 M HCI geschwenkt. Dies ermdglicht einen effizienten
DNA-Transfer auf die Membran. Die Denaturierung der DNA im Gel erfolgt durch 2 x
15 minutiges Schwenken in 1.5 M NaCl / 0.5 M NaOH. Zwei Lagen feuchten
Whatman-Papiers, das mit beiden Enden in ein Reservoir mit 0.4 M NaOH hangt,
dient zum Ansaugen der Transferlosung. Darauf wird luftblasenfrei das Gel gelegt.
Die auf GelgroR3e zurechtgeschnittene und mit Transferlosung angefeuchtete
Nylonmembran wird luftblasenfrei auf dem Gel plaziert und mit einem feuchten und
mehreren Lagen trockenem Whatman-Papier bedeckt. Den Abschluf3 bildet ein
Stapel saugfahigen Papiers, welches mit einer Glasplatte beschwert wird. Der
alkalische DNA-Transfer erfolgt fir 4 bis 6 Stunden. Bevor man Membran und Gel
trennt, werden die Geltaschen mit einem Bleistift auf dem Filter markiert. Die
Membran wird anschlieBend kurz in 2 x SSC geschwenkt und leicht feucht mit UV-
Licht der Wellenldange 254 nm (150 mJ im GS Gene Linker®, BioRad) bestrahlt.

Dadurch bindet sich die DNA fester an die Nylonmembran.

Radioaktive Markierung eines DNA-Fragments

Die radioaktive Markierung der Hybridisierungssonde erfolgt nach Feinberg &
Vogelstein (1983) mit einer Mischung aus Hexanukleotiden, die sich an die
denaturierte DNA anlagern. Die Licken zwischen den Hexanukleotiden werden
durch das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | unter Einbau von [o**P]dCTP

aufgefuillt.

100 ng der DNA-Probe in einem Volumen von 33 pl werden im Wasserbad fur 10
min bei 95°C denaturiert und nach Zugabe von 10 pl OLB-Mix eine weitere Minute
denaturiert. Nach Abkuhlung im Eis werden dem Ansatz 3 pl BSA (5mg/ml),
3 pl (30 uCi) [o**P]dCTP und 2 U Klenow-Polymerase hinzugefiigt. Nach 3-
stindiger Inkubation bei 37°C werden 100 pl Hybridisierungslésung zugegeben und

weitere 10 min bei 95°C denaturiert.
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OLB-Mix (Lésung A : Lésung B : Lésung C =2 :5: 3):

Losung A: 1ml 1.25 M Tris-Cl, pH 8.0/ 0.125 M MgCl,

18 pl  B-Mercaptoethanol

je 5l dATP, dGTP, dTTP (je 0.1 M in TE, GibcoBRL)
Ldsung B: 2M Hepes, pH 6.6
Lésung C: 0OD290/ml  Hexanukleotide in TE (Pharmacia)

Hybridisierung

Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen auf der Nylonmembran wird diese
zunachst mit 5 ml Hybridisierungslésung, die denaturierte Kalbsthymus-DNA (100
pug/ml) enthalt, bei 42°Clber Nacht unter Rotation des Gefal3es vorhybridisiert. Die
Hybridisierung erfolgt Gber Nacht bei 42°C mit 4-5 ml Hybridisierungsmix, dem die

hitzedenaturierte radioaktive Sonde beigefligt wurde.

AnschlieRend wird die Membran kurz in 2 x SSC gespult und 20 min mit 2 x SSC /
1 % SDS gewaschen. Danach wird die Membran stringent mit 1 x SSC / 1% SDS
bei 63°C gewaschen und anschlieend zum Entfernen von SDS kurz in 2 x SSC
geschwenkt. Die Exposition erfolgt unter Verwendung einer Verstarkerfolie bei
—80°C.

Hybridisierungsmix: 50 % deionisiertes Formamid
5Xx Denhardt’s
5x SSC
1% SDS

50 mM Tris-Cl, pH 7.5
0.1 % Na-Pyrophosphat
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3.3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit sollte eine geeignete Methode gefunden werden, um die
Mikrochromosomen von P. formosa isolieren und molekulargenetisch
charakterisieren zu koénnen. Dazu muf3ten sich bei der angewandten Methode
Unterschiede zwischen Mikrochromosomen-Tragern und wildtypischen P. formosa

auflosen lassen.

3.3.1 Multilocus DNA-Fingerprint Untersuchungen zum Nachweis paternaler

Introgression

Im Multilocus DNA-Fingerprint konnten keine Unterschiede zwischen verschiedenen
Stammen von Mikrochromosomen-Tragern (P.f. 637, P.f. 533, P.f. 857) und dem
Stamm (P.f. 1) festgestellt werden, der urspriinglich 1989 die Mikrochromosomen
von Black Molly erworben hatte (Abbildung 15). Dies bestétigt die Daten von Schartl
et al. (1995b).

pP.f. 637 P.f. 533 P.f. | P.f. 857
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Abbildung 15: Mulitlocus DNA-Fingerprint hybridisiert mit dem Oligonukleotid (GGAT)s von einem
Laborstamm von P. formosa (P.f. 1), der durch paternale Introgression Mikrochromosomen von Black
Molly erhalten hat und z.T. stabil weitervererbt.
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Da die Auflésung der Methode bei ca. 5% liegt, mu3 das Material, welches durch
paternale Introgression beigesteuert wurde, bei einer geschatzten GrolRe des P.
formosa-Genoms von 1875 Mb weniger als 100 Mb betragen (Schartl et al., 1995b).
Aus der karyologischen Untersuchung geht hervor, dal3 die Mikrochromosomen
etwa einem Zehntel des kleinsten A-Chromosoms entsprechen. Uber die 46
Chromosomen gemittelt waren das 40.7 Mb pro Chromosom. Ein Mikrochromosom
hatte demnach rein rechnerisch ca. 4.7 Mb und kann tatsachlich im Multilocus DNA-

Fingerprint nicht aufgelost werden.

Mit dieser Methode konnten auch keine Mutationen zwischen den
Mikrochromosomen-Tragern detektiert werden, die seit bis zu 11 Jahren isoliert
geziichtet wurden. Bei einer angenommenen Mutationsrate von 1.8x10°® pro bp pro
Jahr (Schartl et al., 1991) liegt die Anzahl theoretisch angefallener Mutationen

ebenfalls unter dieser Aufldsungsgrenze.

3.3.2 AFLP

Mit drei der 16 verwendeten Primerkombinationen konnten Unterschiede zwischen
den Mikrochromosomen-Tragern und dem urspringlichen Wildtyp P.f. | aufgezeigt

werden.

Mit der Primerkombination Eco+AAC / Mse+GAA in der zweiten PCR konnten
neben ansonsten identischen Banden eine Bande erhalten werden, die bei
Mikrochromosomen-Tragern etwas starker ausgepragt war als bei dem Wildtyp-
Stamm P.f. | (Abbildung 16).

Mit den Primern Eco+AAC / Mse+GCC wurde ebenfalls eine Bande detektiert, die in
threr Intensitdt bei dem Wildtyp-Stamm P.f. | geringer ist als bei den
Mikrochromosomen-Tréagern (Abbildung 17). Ob es sich dabei um eine einzige
polymorphe Bande handelt oder um zwei verschiedene PCR-Produkte, die in ihrer

Lange identisch sind, ist unklar.
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Pf 637 Pf533 4 A PL8TS
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Abbildung 16: AFLP-Analyse von Mikrochromosomen-Tragern (P.f. 637, P.f. 533 und P.f. 875) und
dem urspringlichen Wildtyp-Stamm P.f. | mit der Primerkombination Eco+AAC / Mse+GAA. Neben
dem sonst identischen Bandenmuster weist die durch den Pfeil gekennzeichnete Bande in dem
Wildtyp-Stamm P.f. | eine geringere Intensitat auf.
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Pf.637 Pf533 Pfl Pf875

Abbildung 17: AFLP-Analyse von Mikrochromosomen-Tragern (P.f. 637, P.f. 533 und P.f. 875) und
dem urspriinglichen Wildtyp-Stamm P.f. | mit der Primerkombination Eco+AAC / Mse+GCC. Neben
dem sonst identischen Bandenmuster weist die durch den Pfeil gekennzeichnete Bande in dem
Wildtyp-Stamm P.f. | eine geringere Intensitat auf.
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Bei der Primerkombination Eco+AAC / Mse+GCA konnte neben dem sonst
identischen Bandenmuster eine Bande detektiert werden, die ausschlielich bei
Mikrochromosomen-Tragern zu finden war. Sie fehlte immer bei Tieren des Wildtyp-
Stamms P.f. | (Abbildung 18).

Pf 637 P.rl Pf533 _ Pfl Pf875

Abbildung 18: AFLP-Analyse von Mikrochromosomen-Tragern (P.f. 637, P.f. 533 und P.f. 875) und
dem ursprunglichen Wildtyp-Stamm P.f. | mit der Primerkombination Eco+AAC / Mse+GCA. Neben
dem sonst identischen Bandenmuster fehlt die durch den Pfeil gekennzeichnete Bande in dem Wildtyp-
Stamm P.f. | génzlich, wahrend sie bei den Mikrochromosomen-Tragern deutlich ausgepragt ist.
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Aufgrund der volligen Abwesenheit dieses PCR-Produktes bei P.f. | wurde die

Bande bei den Mikrochromosomen-Tragern ausgeschnitten, Kkloniert und

sequenziert.

Sequenz

Die mikrochromosomale Sequenz war inklusive der beiden +3-Primer (CAA und
GCA) 259 bp lang (Abbildung 19). In keiner der Uber Internet verfligbaren

Datenbanken konnte eine dazu homologe Sequenz gefunden werden.

1 GACTGCGTAC CAATTCAACA AATGAGACAC AACGTTTTCT GAAGTGAGAG
51 AGCTCAGATG GAGCCAGCTG CAGACTGTCC GGGAAAAAAA AGAAAGAAAA
101 AAAATAAGAC TTCTTCTTTT TGTGTAGTTA CATATAGAGT ACTGCAGCAC
151 ATTTATTATC AACATATTTG TTTGGTACCT GTTAGCTGGT TCTCTCTCTC
201 TCTTCCAGAT ACGTTAGTCA CAAATGGGAT TTGCAAAACC TGCTTACTCA

251 GGACTCATC

Abbildung 19: Basenabfolge der Mikrochromosomen-spezifischen Sequenz. Die Primer sind fett

gedruckt, die selektiven Nukleotide zusétzlich noch unterstrichen.

Southern Blot-Analyse

Um zu verifizieren, dal3 es sich bei der obengenannten Sequenz um eine rein

mikrochromosomale Sequenz handelt, wurde eine Southern Blot-Analyse
durchgefuhrt. Dabei konnte bei allen getesteten Individuen ein Hybridisierungssignal
auf der Hohe von etwa 14 kb nachgewiesen werden. Die hohere Intensitat des
Signals bei Black Molly beruht darauf, daf? eine deutlich grol3ere Menge an DNA auf
das Gel aufgetragen worden war. Ein weiteres Signal bei etwa 13 kb zeigten nur
Individuen mit Mikrochromosomen (Abbildung 20). Weder bei den beiden Tieren von

P.f. 1 noch bei dem Black Molly-Mannchen konnte diese Bande detektiert werden.
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Abbildung  20: Southern Blot-
Hybridisierung der mikrochromo-
somalen Sequenz auf EcoRI-
gespaltene genomische DNA von
einem Black Molly-Mannchen, zwei
gefleckten P. formosa-Weibchen mit
Mikrochromosomen, sowie zwei
wildtypischen P. formosa-Weibchen

ohne Uberzahlige Chromosomen.
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34 Diskussion

Da die moderne Krebsforschung von der Moglichkeit ausgeht, dal3 die Entstehung
aller Krebserkrankungen auf einigen gemeinsamen Grundmechanismen beruhen
konnte (Varmus & Weinberg, 1994), lassen sich Erkenntnisse, die man an einem
Krebstyp gewinnt, haufig unmittelbar auf viele andere Ubertragen. Aufgrund der
Klonalitat stellt P. formosa ein wichtiges Modellsystem dar, um jene genetischen

Faktoren zu identifizieren, die an der Entstehung von Tumoren beteiligt sind.

In der vorliegenden Arbeit sollte eine geeignete Methode gefunden werden, um die
Mikrochromosomen bzw. mikrochromosomale Sequenzen bei P. formosa isolieren
zu konnen. Dies ist eine Voraussetzung zur ldentifizierung der Loci, die fur die

Ausbildung maligner Melanomen verantwortlich sind.

3.4.1 Methoden zur Isolierung ganzer Mikrochromosomen

Nimmt man an, daf3 ein Mikrochromosom ca. ein Zehntel der Grof3e des kleinsten
A-Chromosoms aufweist, ist es geschatzt ca. 4.7 Mb grol3. Dies entspricht 0.2% des
gesamten Genoms. Zunachst wurden solche Methoden angewandt, die die
Isolierung des gesamten Mikrochromosoms erlauben wirden (Mikrosezierung,
Pulsfeld-Gelelektrophorese, Chromosomen-Sortierung). Dafir wurden mehrere
permanente Zellinien aus Embryonen von Mikrochromosomen-Tragern etabliert, um
die groRe Anzahl an benétigten (Metaphase-)Zellen zu gewahrleisten. Diese
Methoden waren jedoch nicht erfolgreich. Die Grunde dafir werden im Folgenden

charakterisiert.

Mikrosezierung

Mit Hilfe der Mikrosezierung koénnen chromosomale Regionen oder ganze
Chromosomen isoliert werden. Die bis dahin unbekannten Sequenzen kodnnen
anschlieend mit einer DOP-PCR (degenerate oligonucleotide-primed PCR)
unspezifisch amplifiziert werden und nach Fluoreszenz-Markierung als chromo-

somenspezifische Probe in einer in-situ-Hybridisierung eingesetzt werden.

Zunachst wurde versucht, die Mikrochromosomen nach dem klassischen Verfahren
mittels einer Glasnadel, die an einem Mikromanipulator befestigt war, aus

Metaphase-Préaparaten herauszukratzen. Dies gelang nicht, da es ohne die
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vorherige Entfernung des dbrigen Chromosomenmaterials nicht moglich war, die
Mikrochromosomen isoliert aufzunehmen. Die Schwierigkeiten begrinden sich
erstens in der Tatsache, daf3 Fischchromosomen sehr klein sind im Verleich zu
Mensch- oder Mauschromosomen, fir die diese Methode etabliert wurde, und
zweitens darauf, dal3 die Mikrochromosomen aufgrund ihrer minimalen Gréf3e nur

im Verband mit den Autosomen (A-Chromosomen) zu identifizieren sind.

In einem zweiten Ansatz wurde versucht, die Mikrochromosomen mittels ,Laser
Microbeam Microdissection® (LLM) und ,Laser Pressure Catapulting” (LPC) in
Zusammenarbeit mit Dr. Stefan Thalhammer am Institut flr Kristallographie der
LMU Muinchen zu isolieren (Schermelleh et al., 1999). Dazu missen die
Chromosomen auf einem beschichteten Objekttrager préapariert werden.
Chromosomenmaterial, welches zu nahe bei den zu isolierenden
Mikrochromosomen liegt, wird mit relativ geringer Energie (0.2-0.3 uJ / Puls) mittels
eines Lasers weggebrannt (ablatiert). Sind die Mikrochromosomen freigelegt, so
kann die Membran, auf die die Chromosomen aufgetropft wurden, mit hoher Energie
(0.5-0.6 pJ/Puls) geschnitten werden. Um die ,ausgeschnittenen* Mikro-
chromosomen sammeln zu konnen, wurde der Laser knapp unterhalb der Folie
fokussiert und die Chromosomen-Membran-Inseln mit einem einzelnen Laserimpuls
von 1-2 pJ in ein Glycerintropfchen katapultiert, das auf einem Deckglaschen etwa 1

mm oberhalb des Objektragers mittels eines Mikromanipulator angebracht war.

Obwohl bis zu 23 Mikrochromosomen nach dem Ablatieren und Isolieren katapultiert
wurden, konnte mit der DOP-PCR kein Material amplifiziert werden. Kontroll-PCRs
an genomischer DNA zeigten jedoch auch bei hohen Verdinnungen (0.08 pg) die
erwartete Amplifikation tUber einen Bereich von 0.3 — 1.7 kb. Deshalb muf3 davon
ausgegangen werden, dal3 die Mikrochromosomen zu klein sind, um sie mittels
Laserimpuls Uber eine Distanz von mehreren hundert Mikrometern in das

Glycerintropfchen katapultieren zu kénnen.

Chromosomen-Sortierung

In einem FACS (fluorescence activated cell sorter) kénnen Chromosomen
unterschiedlicher GroRe anhand ihres Fluoreszenzsignales (Hoechst 33258)
erkannt werden und mit Hilfe des Lasers in verschiedenen Fraktionen getrennt
werden. Aufgrund des enormen GrolRenunterschiedes zwischen den A-
Chromosomen und den Mikrochromosomen (10:1) erschien die Methode zur

Isolierung der Mikrochromosomen geeignet. Die Isolierung von Chromosomen aus
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mitotischen Zellen wurde in Anlehnung an das von Cram et al.(1990) erarbeitete
Protokoll durchgefiihrt. Dr. Andreas Simm am Institut fir Physiologische Chemie I,

Wirzburg, fuhrte die Chromosomen-Sortierung durch.

Allerdings konnten mit dieser Methode die Mikrochromosomen nicht von den A-
Chromosomen abgetrennt werden. Die Mikrochromosomen sind vermutlich so klein,
dal sie vor dem ,Hintergrundrauschen* chromosomaler Bruchstiicke nicht

aufzulésen waren.

Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese erméglicht es, DNA-Molekile, die grof3er sind als 50
kb aufzutrennen. Lineare DNA-Molekile bewegen sich in einem elektrischen Feld
derart, dal3 sie einen moglichst geringen Widerstand erfahren. Wird jedoch ein
zweites elektrisches Feld in einem Winkel zu dem ersten angelegt, so miissen sich
die Molekiile erst umorientieren, bevor sie entlang des neuen elektrischen Feldes
wandern. Die Zeitspanne, die die Umorientierung bendtigt, ist direkt proportional zu
dem molekularen Gewicht: Je groRer ein Molekdl, desto langer bendtigt es fur die
Umorientierung und desto weniger Zeit verbleibt pro Pulsdauer zur Wanderung
entlang des elektrischen Feldes. Auf diese Weise kdnnen native Chromosomen
unterschiedlicher GroRe voneinander abgetrennt werden. Da die GrbéRe der
Mikrochromosomen nach eigener Schatzung etwa ein Zehntel der GroRe des
kleinsten A-Chromosoms betragt, sollte eine Abtrennung mit Hilfe der PFGE

madglich sein.

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese wurde an einem Rotaphor Type 3 (Biometra) in
einem 0.8% Agarosegel in 0.25 x TBE mit unterschiedlichen Zellzahlen (2x10° —
1,2x10°% durchgefiihrt. Aufgrund der errechneten GréRe der Mikrochromosomen
wurde Schizosaccharomyces pombe (3 000 — 7000 kb) sowie Saccharomyces
cerevisiae (200-2200 kb) als GrolRenmarker verwendet. Nach Lai et al. (1989)
wurden die Bedingungen so gewahlt, dafd die Chromosomen von S. pombe sich gut
auftrennen lieRen (106-120° Rotation, 9-13°C Puffertemperatur, 1.3 V/cm, 60 min
Pulsdauer). Trotz guter Auflosung der Markerchromosomen liel3en sich keine
Mikrochromosomen-spezifischen Banden erkennen. Dies kénnte daran gelegen
haben, dal} die DNA-Menge der Mikrochromosomen zu gering war, um sie im

Ethidiumbromid-gefarbten Gel sehen zu kdnnen.
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3.4.2 Methoden zur Isolierung mikrochromosomaler Sequenzen

Das identische Bandenmuster von den Mikrochromosomen-Tragern (P.f. 637, P.f.
533, P.f. 857) und Individuen des urspringlichen Stammes P.f. | im Multilocus DNA-
Fingerprint zeigt, dalR die paternale Introgression in Form von Mikrochromosomen
kleiner ist als 100 Mb, da die Sensitivitat der Methode bei etwa 5 % liegt. Damit
wurden die Befunde von Schartl et al. (1995b) bestétigt. Rein rechnerisch ergibt sich
jedoch fur jedes Mikrochromosom eine Grol3e von ca. 4.7 Mb. Zur Auflésung bedarf
es also sensitiverer Methoden. Mit Hilfe der AFLP-Technik konnten in der
vorliegenden Arbeit erste mikrochromosomale Sequenzen identifiziert und z.T.

charakterisiert werden.

AFLP

Da AFLP eine Methode ist, die auf der Vervielfaltigung von Restriktionsfragmenten
genomischer DNA durch PCR basiert, ist sie sehr sensitiv, allerdings kénnen nur
Fragmente des gesuchten Mikrochromosoms isoliert werden. Zu der bislang
identifizierten Sequenz gibt es zum jetzigen Zeitpunkt in keiner der tber das Internet
verfigbaren Datenbanken Homologien. Deshalb lai3t es sich auch nicht klaren, ob
es sich dabei um einen kodierenden oder nicht kodierenden Chromsomenabschnitt
handelt. Mit dieser ca. 250 bp langen Sequenz als Hybridisierungssonde konnte in
einem Southern Blot-Experiment mit EcoRI-geschnittener genomischer DNA von
einem Black Molly-Mannchen, zwei Individuen mit Mikrochromosomen sowie zwei
Individuen ohne Mikrochromosomen sowohl ein Hybridisierungssignal etwa auf
Hohe von ca. 14 kb detektiert werden, das bei allen getesteten Individuen
vorhanden war, als auch ein Signal bei etwa 13 kb, das nur bei Mikrochromosomen-
Tragern zu detektieren war. Deshalb muf3 davon ausgegangen werden, dal? sich auf
den Mikrochromosomen je eine Kopie eines autosomalen Chromsomenabschnitts
befindet, den evitl. alle Arten der Gattung Poecilia gemeinsam haben. Aufgrund des
fehlenden  Selektionsdruckes auf den Mikrochromosomen haben sich
wahrscheinlich Mutationen angehauft, die eine zusatzliche EcoRI-Schnittstelle
hervorgebracht haben. Dies bestatigt frihere Daten (Schartl et al., 1991) und
Vermutungen, daf3 P. formosa nicht weniger Mutationen ausgesetzt ist als andere

Vertebraten.

Die relativ schwache Intensitat der mikrochromosomalen Bande deutet darauf hin,
dald es sich nicht um eine hochrepetitive Sequenz handelt. Damit besteht die

Chance, dal? es sich bei der isolierten Sequenz um einen Teilbereich eines Gens
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handeln konnte. Bei den bislang identifizierten Sequenzen Uberzahliger
Chromosomen handelte es sich meist um hochrepetitive Sequenzen (fir einen
Uberblick siehe Camacho et al., 2000).

3.4.3 Evolution von Mikrochromosomen

Mikrochromosomen bzw. B-Chromosomen sind Uberzéhlige chromosomale
Elemente bei Tieren und Pflanzen, die Uberwiegend genetisch inert sind. Sie
unterscheiden sich von den normalen autosomalen Chromosomen (A-
Chromosomen) durch ihre Morphologie, variable Anzahl, sowie Verhalten in Meiose
und Mitose (Camacho et al., 2000). Meist werden sie als eigennitzige genetische
Elemente angesehen (McVean, 1995), die urspriinglich von A-Chromosomen
stammen (Jones & Rees, 1982). Aber auch die Entstehung aus den
Geschlechtschromosomen (Gonosomen) wurde fir einige Arten vorgeschlagen
(Sharbel et al., 1998). Eine Entwicklung zum B-Chromosom setzt allerdings eine
von den A-Chromosomen unabhangige Evolution und Differenzierung voraus. Dies
kann nur durch genetische (rekombinative) Isolierung von allen anderen
chromosomalen Strukturen im Nukleus geschehen. Wie es trotz groRer Homologien
eines neuentstandenen Chromosomenfragments mit seinem Ursprungschromosom

zur Unterdrtickung der Paarung kommt, ist nicht geklart.

In den meisten Fallen wird die Existenz von B-Chromosomen auf intraspezifische
Urspringe zurlckgefuhrt, also auf die Entstehung aus dem eigenen
Chromosomensatz (Camacho et al., 2000). Die Mdglichkeit, da? B-Chromosomen
von A-Chromosomen einer nahe verwandten Art stammen kdnnten (inter-
spezifischer Ursprung), wurde urspriinglich von Battaglia (1964) erwogen, und fand
Unterstltzung bei Sapre & Deshpande (1987) und McVean (1995). Die Arten, die
einen Fortpflanzungsmechanismus besitzen, der auf Chromosomeneliminierung
beruht (spermienabhéngige Parthenogenese), scheinen besonders anféllig fur die
Neuentstehung von B-Chromosomen zu sein. Wenn der Ausschlumechanismus
nicht richtig funktioniert, konnen B-Chromosomen als Uberbleibsel unvollstandig
abgebauter A-Chromosomen in Erscheinung treten. Diese These wird auch von
dem haufigen Auftreten aneuploider gynogenetischer Individuen gestitzt
(Beukeboom & Vrijenhoek, 1998). Aufgrund der Farbmarker, die die Mikro-
chromosomen bei P. formosa tragen (Schartl et al., 1995b), kann wohl auch hier ein
interspezifischer Ursprung angenommen werden. Im Gegensatz zu der intra-

spezifischen Entstehung von B-Chromosomen sind Chromosomenfragmente, die
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von einer anderen Art stammen, wahrscheinlich divers genug, um keine homologen
Strukturen mit den A-Chromosomen auszubilden. Damit ist unmittelbar eine
Situation gegeben, in der sich diese univalenten Strukturen unabh&ngig von den
tbrigen Chromosomen evoluieren kdénnen. Da es sich bei P. formosa um eine
apomiktische Art handelt (Monaco et al., 1984), waren auch die Voraussetzungen
fur eine intraspezifische Entstehung der Mikrochromosomen gegeben, was durch

die Klonierung bislang nicht ausgeschlossen werden konnte.

3.4.4 Ausblick

Der Nachweis fur eine interspezifische Entstehung muf3 demnach dadurch gefihrt
werden, dal3 die auf die Gberz&hligen Chromosomen beschrénkten Sequenzen der
einen Art auf den A-Chromosomen der anderen Art zu finden sind. Die isolierte
Sequenz war mit ca. 250 bp jedoch zu kurz, um in einer in-situ-Hybridisierung ein
detektierbares Signal liefern zu konnen. Dies wére nur moglich gewesen, wenn es
sich bei der Sequenz um ein repetitives Element gehandelt hétte. Durch
Sequenzierung der entsprechenden autosomalen Loci von P. formosa und Black

Molly kann diese Frage in Zukunft geklart werden.

Ziel ist es, die Gene auf den Mikrochromosomen, die fir die Ausbildung maligner
Melanome bei P. formosa verantwortlich sind, sowie deren Herkunft zu bestimmen.
Dazu missen ausgehend von den Befunden dieser Arbeit in Zukunft weitere
mikrochromosomale Sequenzen mit Hilfe der AFLP-Methode identifiziert werden,
um eine reprasentative Verteilung Gber das gesamte Mikrochromosom zu erhalten.
Mit diesen Sequenzen kann anschlieBend in vorhandenen Genbanken nahe
verwandter Arten (z.B. Xiphophorus) nach Homologien gesucht werden. Dies wird
die Sequenzierung und Charakterisierung grof3er zusammenhéngender DNA-
Bereiche ermdglichen und somit erlauben, funktionelle Genabschnitte zu
identifizieren. Deren Expression kann dann in Mikrochromosomen-tragenden P.

formosa analysiert werden.

Zusatzlich soll untersucht werden, ob die erhaltenen mikrochromosomalen
Sequenzen spezifisch fur das langfristig instabile zweite und dritte Mikrochromosom
sind oder ob sie auch auf dem stabil vererbten Mikrochromosom lokalisiert werden

kdnnen.
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4 Paternale Introgression bei P. formosa in natirlichen
Populationen unter besonderer Berucksichtigung von

Triploidie

4.1 Einleitung

Obwohl man um die wichtige Rolle der Polyploidie bei der Evolution von Pflanzen
wuldte, war man doch lange der Meinung, daf3 Polyploidie bei der Evolution von
Vertebraten keine wesentliche Bedeutung zukommt. Dies &nderte sich 1966 mit der
Entdeckung einer tetraploiden gonochoristischen Froschart (Odontophynus
americanus). Ohno (1974) halt Polyploidisierung bei Fischen und Amphibien wegen
der Genduplikation fiir einen Meilenstein bei der Evolution von hdheren Vertebraten.
Zusatzlich stellt Polyploidie einen wichtigen Mechanismus der Speziation dar.
Entstehen z.B. tetraploide Individuen in einer diploiden Population, so gingen aus
Paarungen der beiden triploide Individuen hervor, die aufgrund ihrer ungeraden
Anzahl an Chromosomenséatzen Schwierigkeiten bei der Meiose | haben werden
und mit groRter Wahrscheinlichkeit steril sein werden. Damit sind polyploide

Individuen von ihren diploiden Vorfahren reproduktiv isoliert (Schultz, 1979).

Dennoch fallt auf, daf® im Vergleich zu Pflanzen nur wenige Tiere mehr als zwei
Chromosomensatze aufweisen. Muller (1925) vermutete, daf3 sich polyploide Linien
bei Tieren deshalb nicht etablieren kobnnen, da ansonsten die
Geschlechtsdeterminierung zerschlagen wirde. Dagegen argumentiert Orr (1990),
dald heteromorphe Geschlechtschromosomen und die daraus resultierende
Dosiskompensation der Entstehung von Polyploidie entgegenwirken. Demnach
sollte Polyploidie bei Arten moglich sein, die keine heteromorphen Geschlechts-
chromosomen aufweisen, wie in diézischen Pflanzen, einigen Amphibien (Bogart,
1980) und in den meisten Fischarten (Morescalchi, 1992). Siehe dazu auch Kapitel
5.4.4.

Tatsachlich kommen bei Vertebraten polyploide Formen regelmafig bei Fischen,
Amphibien und Reptilien vor, wahrend sie bei Voégeln nur selten zu finden sind
(Solari & Fechheimer, 1988; Comings & Okada, 1971) und bei Séugetieren nicht
lebensfahig sind. Die einzigen lebensfahigen Ausnahmen stellten sich spéater als
2n/3n-Mosaik (Fechheimer et al., 1983) bzw. als Fehlinterpretation heraus (Gallardo

et al., 1999). Polyploide Formen konnten bei Fischen z.B. im Poeciliopsis monacha-
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lucida-Komplex (3n), im Phoxinus eos-neogaeus-Komplex (3n), bei Barbus barbis
(4n) und Cyprinus carpio (4n), bei Carassius auratus (4n), C. gibelo und langsdorfii
(3n), bei Cobitis (3n, 4n) und Leuciscus alburnoides (3n) identifiziert werden.
Pandian & Koteeswaran (1998) nennen Vero6ffentlichungen zu natirlich aufge-
tretenen hexadecanploiden Fischen. Bei Amphibien findet sich neben dem Rana
esculenta-Komplex (3n) und dem Bufo viridis-Komplex (3n, 4n) die gréfite
Bandbreite an Ploidiegraden (2n bis zu 12n) bei Xenopus (Schmid & Steinlein,
1991). Auch bei Reptilien kommen z.B. bei der Gattung Cnemidophorus

verschiedene triploide Formen vor.

Interessanterweise findet man fast immer einen Zusammenhang zwischen
asexueller Fortpflanzung und Polyploidie: 64% der bekannten eingeschlechtlichen
Arten sind polyploid (Avise et al., 1992). Die Frage nach Ursache und Wirkung bleibt
jedoch ungeklart (Benazzi, 1982; Suomalainen et al., 1987). Einige Wissenschaftler
vermuten, dal3 zuféllige Polyploidisierung (z.B. Triploidie) eine asexuelle
reproduktive Strategie notwendig machte, um der Sterilitdt aufgrund gestorter
Meiose zu entkommen (Benazzi Lentati, 1979; Lanier & Kirkendall, 1986). Andere
wiederum sehen die asexuelle Fortpflanzung als Voraussetzung an, damit eine
Erhohung des Ploidiegrades Uberhaupt toleriert werden kann (Schultz, 1969).
Christensen (1960) hingegen schlagt eine gleichzeitige Evolution der beiden
Ereignisse vor. Unabhangig von der Reihenfolge ihrer Entstehung handelt es sich
sowohl bei den asexuellen Fortpflanzungsmodi als auch bei Polyploidie um von der
zweigeschlechtlichen Fortpflanzung abgeleitete Merkmale bei Tieren (Suomalainen
et al., 1987).

Fur P. formosa jedoch kann anhand der vorhandenen Daten angenommen werden,
daR durch Hybridisierung zunachst ein diploider gynogenetischer Organismus
entstanden ist. Aufgrund der asexuellen Fortpflanzungsweise entstanden durch
paternale Introgression gelegentlich triploide Individuen, die sich ebenfalls
gynogenetisch fortpflanzten (Hubbs, 1955; Balsano et al., 1972; Schultz, 1979;
Rasch et al., 1982). Auf diese Weise existieren in bestimmten Gebieten diploide und
triploide P. formosa sympatrisch.
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Auch bei asexuellen Arten spielt Polyploidie eine grofRe Rolle hinsichtlich ihrer

Evolution.

= Paternale Introgression in Form eines ganzen Chromosomensatzes kann fur
eine invadierende asexuelle Art von Vorteil sein, da die Expression paternaler
Gene zur phanotypischen Anpassung an die Wirtsart (sexuelle Mimikry) beitragt
und damit die Chancen auf Paarungen mit den Mannchen der Wirtsart erhdht
(Lima et al., 1996; Schultz, 1969). Zudem werden dadurch Gene erhalten, die
sich offensichtlich in dem Umfeld als besonders geeignet erwiesen haben. Ein
solcher Chromosomensatz erleichtert demnach eine lokale Adaption (Bulger &
Schultz, 1982).

= Im Gegensatz zu sexuellen Arten, ist eine Ploidieerhthung bei asexuellen Arten
nicht mit reproduktiven Schwierigkeiten verbunden. Insofern kénnte Triploidie
vielleicht den Ausgangspunkt bilden fir eine weitere Erhohung auf vier
Chromosomensatze. Da die Wiederherstellung einer geraden Anzahl an
Chromosomensatzen (z.B. 4n) eine Voraussetzung fir normale Meiose und
sexuelle Fortpflanzung ist, konnte dieser Weg zuriick zur Sexualitat fiihren
(Schultz, 1979; Schultz & Fielding, 1989). Die meisten Speziationsereignisse
aufgrund von Polyploidie weisen triploide Zwischenstufen auf (deWet, 1979).

= Die de-novo Entstehung von polyploiden Klonen gewahrleistet genetische
Variation. Von Poeciliopsis ist bekannt, dalR die durchschnittliche Heterozygotie
von Triploiden mit 0.51-0.54 gegeniber Diploiden (0.39-0.43) deutlich erhéht ist
(Vrijenhoek, 1979). Balsano et al.(1989) fanden eine erhdhte klonale Vielfalt von
P. formosa im Rio Soto la Marina-Flu3system, was sie auf die Neuentstehung
triploider Klone zuriickfuhrten. Eine erhdhte genetische Vielfalt wirde (1) eine
unterschiedliche 6kologische Nutzung der Ressourcen ermdéglichen und (2) den

evolutiven Wettbewerb mit Parasiten beglnstigen.

= Paternale Introgression kénnte frisches genetisches Material in den asexuellen
Organismus einschleusen, so daR die Auswirkung der Anhaufung von
schadlichen Mutationen (Muller’'s ratchet and the mutational meltdown)
gemildert wird (Muller, 1964; Lynch et al., 1993).
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4.1.1 Paternale Introgression bei P. formosa

Der genaue Mechanismus, wie bei der gynogenetischen Fortpflanzung von P.
formosa normalerweise das vaterliche Genom nach der Aktivierung der diploiden
Oozyte inaktiviert oder ausgeschlossen wird, ist bislang nicht bekannt. Bei
fehlerhaftem Arbeiten des Mechanismus kann es aufgrund von Karyogamie zu einer
tatsachlichen Befruchtung der diploiden Oozyte durch das haploide Spermium
kommen. Die Folge sind triploide Tiere, die neben einem urspriinglichen mexicana-
und einem latipinna-Genom nun ein weiteres ,neues” Genom aufweisen
(Allotriploidie). Dabei werden sowohl maternale als auch paternale Gene exprimiert
(Hubbs & Hubbs, 1946b; Balsano et al., 1972; Monaco et al., 1982). Labordaten
lassen vermuten, dal3 etwa 1.5 % der Nachkommen diploider P. formosa triploid
sind (Balsano et al., 1989). Es kénnen aber auch nur Teile des Spermiengenoms in
der Oozyte zuriick bleiben, die dann im Karyotyp als sog. Mikrochromosomen zu
identifizieren sind (Schartl et al., 1995b). Weitere Formen paternaler Introgression
z.B. in Form von einzelnen oder mehreren Chromosomen konnten bislang nicht

identifiziert werden.

4.1.2 Triploidie

Die Entstehung triploider Nachkommen von diploiden P. formosa im Labor wurde
bereits von Rasch et al. (1965), Schultz & Kallman (1968), Prehn & Rasch (1969),
Rasch & Balsano (1974), Strommen et al. (1975a) und Nanda et al. (1995)

beschrieben. Allerdings waren alle bisher aufgetretenen Triploiden steril.

Auch aus den natirlichen Lebensraumen sind triploide P. formosa vorwiegend aus
dem Soto la Marina-FluRsystem bekannt (Rasch et al., 1970; Menzel & Darnell,
1973; Balsano et al., 1972; Turner et al., 1983).

Diese triploiden Freilandféange sind hingegen fertil und geben ihr Genom klonal an
ihre Tochter weiter (Rasch & Balsano, 1973; Rasch & Balsano, 1974; Strommen et
al.,, 1975b). Die Haufigkeit dieser natirlichen Triploiden variiert stark zwischen
verschiedenen Habitaten, aber auch innerhalb eines Habitats variieren die Zahlen
stark von Jahreszeit zu Jahreszeit, sowie von Jahr zu Jahr (Rasch & Balsano,
1974).
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Abbildung 21: Triploides P. formosa-Weibchen.

Interessanterweise gibt es kaum Berichte von Triploiden aus den Habitaten, in
denen P. formosa mit P. latipinna beheimatet ist. Unter 5000 P. formosa, die auf
Forschungsreisen zwischen 1964 und 1982 in der Umgebung von Brownsville (TX,
USA) untersucht wurden (Rasch & Balsano, 1989), befanden sich nur 4 Triploide
(0.08 %). Drei wurden im Jahr 1967 gefangen, ein weiterer Triploider im Jahr 1977,
und das obwohl in den dazwischen liegenden Jahren 11 Sammelreisen unter-
nommen worden waren. Hubbs (1964) und Kallman (1962b) berichteten trotz
intensiver Untersuchungen ebenfalls nicht von triploiden Individuen aus diesem
Gebiet.

Auch an der sudlichen Verbreitungsgrenze von P. formosa (Tampico, Rio Tuxpan)
sind triploide Tiere eine Raritat. Es wird nur von einem Triploiden aus dem Rio
Tuxpan berichtet (Monaco et al., 1984), wo P. formosa Uberwiegend mit der Unterart
P. mexicana mexicana vorkommt. Balsano et al. (1989) fihren das seltene Auftreten
triploider Tiere auf die geringere Haufigkeit der Unterart P. mexicana limantouri in
diesen Gebieten zuriick. P. mexicana limantouri ist der vorherrschende bisexuelle
Wirt in den ndrdlicheren Flu3systemen, in denen Triploidie haufig auftritt. Diese
These wird unterstiitzt von der Tatsache, daf3 wahrend dreijahrigen Zlchtens von P.
formosa mit P. mexicana mexicana-, P. latipunctata- und P. latipinna-Mannchen

keine triploiden Nachkommen erhalten wurden (Balsano et al., 1989).
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Abbildung 22: Zusammenfassende Darstellung des Fortpflanzungskomplexes bei P. formosa (nach

Dawley, 1989). Durch Paarung eines P. latipinna-Mannchens (Il) mit einem P. mexicana-Weibchen

(mm) kommt es zur Entstehung eines diploiden unisexuellen Hybriden, P. formosa (Im). Dieser pflanzt

sich normalerweise durch Elimination des Spermiengenoms (x) gynogenetisch fort. In seltenen Fallen

findet Karyogamie statt, so daf3 triploiden Individuen entstehen. Diese entstehen uberwiegend in den

Gebieten, in denen P. formosa mit der ndrdlichen Unterart P. mexicana limantouri sympatrisch

vorkommt. Aus den Gebieten, in denen P. formosa mit P. mexicana mexicana oder P. latipinna

sympatrisch lebt, gibt es nur wenige Berichte von Triploiden.
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4.1.3 Koexistenz von P. formosa und ihren Wirten

Der Frage, wie unisexuelle P. formosa mit ihren sexuellen Wirten koexistieren, sind
bereits einige Forscher nachgegangen. Balsano et al. (1989) sehen es als erwiesen
an, dal3 nicht Spermienlimitierung die Fortpflanzung asexueller Weibchen reguliert,
sondern dalRR sich die beiden Arten stark genug unterscheiden, um nicht um
identische Ressourcen zu konkurrieren (,frozen niche-variation Hypothese,
Vrijenhoek, 1978; Wetherington et al., 1989).

Wahrend P. mexicana-Weibchen tUberwiegend in flacheren Gewassern der oberen
FluRlaufe vorkamen, fanden sich P. formosa-Weibchen vermehrt fluRabwarts und
bevorzugten grolere Wasserkorper (Balsano et al, 1989). So wurden
beispielsweise von 1970 bis 1978 mehr als 10000 Poecilia-Weibchen an 20
Fundorten im Rio Soto la Marina-Flu3system gefangen und untersucht, wie hoch
der Anteil an sexuellen und gynogenetischen Weibchen war (Balsano et al., 1989).
Dabei wurde festgestellt, dal? die Haufigkeit an P. formosa bei Barretal (49.7 %) und
Nuevo Padilla (50.4 %) am hdchsten war. Es wurde vermutet, daf} die
geographischen Unterschiede im Verhdltnis von sexuellen zu asexuellen Poecilia
mit der Habitatdiversitdt zusammenhéngen. Versuche zur Habitatwahl wurden im
Labor sowie im Freiland unternommen (Balsano et al., 1981). Unter hohen
Populationsdichten bevorzugten P. mexicana sandigen Untergrund, wahrend P.
formosa Kiesboden aufsuchten. Monaco et al. (1978) und Hubbs (1964) konnten
zeigen, dald sexuelle und asexuelle Weibchen zu unterschiedlichen Zeiten rezeptiv
werden, so daf} fur jede Art jeweils gentgend fertile Méannchen zur Verfligung

stehen.

41.4 Klonale Variabilitat

Um die klonale Struktur natdrlicher Populationen unisexueller Vertebraten
nachzuweisen, wurden lange Zeit Gewebetransplantationen durchgefihrt.
Untersuchungen von Kallman (1962a; 1964) an P. formosa-Weibchen aus dem Rio
Grande bei Brownsville zeigten, dal die meisten Individuen 2 bis 3 sog.
Hauptklonen zugeordnet werden konnten. Zuséatzlich detektierte er 8 Klone, denen
nur wenige Individuen zugeordnet werden konnten. Das Auftreten genetisch
unterscheidbarer Individuen innerhalb einer asexuellen Art (Klone) wird als klonale
Variabilitat bezeichnet. Interessanterweise ist die genetische Variabilitat in Gebieten,

in denen Triploide vorkommen, deutlich héher als in den anderen (Balsano et al.,
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1989). Demnach gibt es auRer Mutation noch andere Mechanismen, die genetische
Variation schaffen. Die Autoren vermuten daher, dafl} paternale Introgression in
Form von Triploidie einen Beitrag zu der hohen genetischen Variabilitat der
verschiedenen Klone von P. formosa im Flu3system des Rio Soto la Marina leistet.
Bislang ist jedoch nicht geklart, ob diese klonale Variabilitat auf mehrere
Triploidisierungsereignisse zurtickzufihren ist, oder auf Veranderungen des

urspringlichen Klons.

4.1.5 Fragestellung

Bis 1993 wurden triploide P. formosa im Rio Soto la Marina-FluRsystem intensiv
erforscht. Welche Mechanismen jedoch diploiden und triploiden Linien eine
Koexistenz erméglichen, ist nicht geklart. Wenn Polyploidie wirklich so viele Vorteile
bietet, und triploide P. formosa gegeniiber diploiden eine hohere Uberlebensrate
aufweisen (Balsano et al., 1983), so stellt sich die Frage, warum diploide P. formosa
nicht von triploiden verdrangt werden. Obwohl die Rolle der triploiden P. formosa
ungeklart ist, mag doch ihre Haufigkeit und ihr 6kologischer Erfolg ein Maf3 fir das

evolutive Potential dieser unisexuellen Bioform sein.

Bisher wurden triploide Individuen entweder Uber Plasmaalbumin-Muster (Balsano
et al., 1972) , Muskelprotein-Muster (Monaco et al., 1982), DNA Feulgen-Messung
an Blutausstrichen (Rasch et al., 1970; Rasch & Balsano, 1974) oder Schuppen-
epithel (Strommen et al., 1975a) identifiziert (fir einen Uberblick siehe Pandian &
Koteeswaran, 1998). Dabei handelt es sich Uberwiegend um Methoden, die bei
kleinen Fischen, wie Poeciliiden, aufwendig durchzufihren sind. Es sollte daher im
Rahmen dieser Arbeit eine einfache Methode entwickelt werden, mit der zunachst
ganze Populationen auf ihren Ploidiegrad hin untersucht werden kénnen, ohne die

Tiere toten zu missen.

Mit der effizienten ldentifizierung und molekularbiologischen Untersuchung von
Triploiden soll der Frage nachgegangen werden, welche biologische Bedeutung

paternale Introgression fur P. formosa hat:

= Handelt es sich bei der Entstehung triploider Individuen nur um einen ,Fehler”

ohne evolutive Bedeutung fur den Organismus?

= Wie viele triploide Klone gibt es? Sind bestimmte Klone héaufiger und somit

erfolgreicher?
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= Haben triploide einen selektiven Vorteil gegeniuiber diploiden aufgrund ihrer

hdheren genetischen Diversitat?

= Konnen paternale und maternale Gene Uber die Zwischenstufe ,Triploidie” einen

Weg zurlick in die sexuelle Population finden?

54



4 Triploide P. formosa in naturlichen Populationen Material & Methoden

4.2 Material und Methoden

42.1 Fische

Fur die durchgefihrten Untersuchungen wurden Wildfange bzw. Flossenbiopsien
von Wildfangen aus den Fundorten 21, 28 und 29 verwendet. Die nach Wirzburg

importierten Wildfange wurden unter Standardbedingungen gehalten.

4.2.2 GroRenmessung der Fische

Zur GrolBenmessung lebender Fische wurden die Standardlange (SL), die
Rumpftiefe (RT) sowie die Breite der Schwanzwurzel (in mm) herangezogen
(Abbildung 23).

Abbildung 23: Parameter, die zur Bestimmung

fﬂ 3 der GroR3e eines Fisches herangezogen wurden:

M i - T SL = Standardlange, RT = Rumpftiefe, SW =
Breite der Schwanzwurzel (nach Schroder et al.,
1996).

4.2.3 Bestimmung des DNA-Gehalts mittels DurchfluRzytometrie

Mit Hilfe der DurchfluRzytometrie kann die Menge der Kern-DNA nach Anfarbung

mit DNA-spezifischen Farbstoffen ermittelt werden.

Zur Bestimmung des DNA-Gehaltes bei P. formosa werden den Tieren die schnell
regenerierenden Riuckenflossen abgeschnitten (Lamatsch et al., 2000b). Infektionen
konnen dadurch vermieden werden, dal3 die Fische fir einige Tage in einem

Becken mit leicht erhbhten Salzgehalt (+0.2%) gehalten werden.

Um den DNA-Gehalt durchfluBzytometrisch messen zu kdénnen, muf3 eine
Einzelzellsuspension hergestellt werden: Das Material wird in 2.1% Zitronensaure /
0.5% Tween 20 mdoglichst klein geschnitten und daraufhin durch eine 0.6x25mm
Kanule gedrickt, bis diese nicht mehr verstopfte. Die so erhaltenen Einzelzellen
werden bei Raumtemperatur 20 min vorsichtig geschuttelt, abzentrifugiert und in
70% Ethanol bei 4°C 4-14 h fixiert.
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Zur Farbung werden die fixierten Zellen wieder durch Zentrifugation gesammelt und
mit 1 ml 0.5% Pepsin in 0.1 M HCI versetzt. Nach 15 mindtigem Schutteln wird 1 ml
DAPI-Lésung (5.9% tri-Natriumcitrat 2 H,O, 0.0002% DAPI) zugegeben. Nach einer
Farbezeit von 1-3 Stunden kdnnen die Proben vermessen werden. Unmittelbar vor
dem Messen im DurchfluBzytometer missen die Flossenzellsuspensionen filtriert

werden (50 um, Partec), um ein Verstopfen der feinen Dlse zu verhindern.

Als interner Standard werden 100 pl heparinisierte rote Blutkérperchen eines
weiblichen Haushuhns (Gallus gallus) in PBS-Puffer aufgenommen und wie die
fixierten Fischzellen behandelt. Aufgrund der hohen Zelldichte werden die Hihner-

Erythrozyten allerdings auf 7 ml mit DAPI verdinnt.

Die durchfluRzytometrischen Analysen wurden an einem Cell Analyzer CA Il der
Firma Partec, Deutschland, durchgefihrt. Pro Probe wurden mindestens 10 000
Zellen gemessen. Die Graphen wurden mit dem Programm SlideWrite Plus
(Advanced Graphics Software Inc., CA, USA) erstellt.

4.2.4 Préaparation von Mitose-Chromosomen aus Fischorganen

Fur die Chromosomen-Praparationen werden Fische fur 12-16 Stunden in 0.03%
Colchizin gesetzt. Nach dem Abtéten der Fische in Eiswasser und anschlieRendem
Dekapitieren werden die besonders teilungsaktiven Organe Milz, Kiemen und
Kopfniere in 46 mM KCI zerkleinert und 45-60 min bei Raumtemperatur geruhrt
(Hypotonie). Die abzentrifugierten Zellen werden in eiskaltem Fixativ (Methanol:
Eisessig, 3:1, viv) aufgenommen und bei 4°C bis zur weiteren Verarbeitung

gelagert.

Nach einer Fixierungszeit von mindestens 12 Stunden werden die Zellen wiederum
durch Zentrifugation gesammelt und in einem kleinen Volumen frischen Fixativs
aufgenommen, so daf3 eine tribe Zellsuspension entsteht. Je 2-4 Tropfen dieser
Suspension werden auf eiskalte, nasse Objekttrager aus einer Hohe von ca. 30 cm
aufgetropft. Durch sanfte Warmeeinwirkung, z.B. Uber dem Bunsenbrenner,
spreiteten sich die Chromosomen besser und das Praparat trocknet anschlieend

bei Raumtemperatur schneller.
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Giemsa-Farbung

Fur eine herkémmliche Bestimmung des Karyotyps werden die Préparate ca. 20 min
in 5 %iger Giemsa-Lésung (pH 6.8) gefarbt und anschlieRend mit Histokitt®

(Assistent) dauerhaft eingedeckt.

4.2.5 Isolierung hochmolekularer DNA

Die dem Fisch entnommenen Organe (Gehirn, Augen, Leber, Muskel und — falls
nicht fir Chromosomenpréparation bendétigt — auch Niere, Milz und Kiemen) werden
frisch oder nach Lagerung bei —80°C nach der Methode von Blin & Stafford (1976)
in 2 ml Lysispuffer aufgenommen und mit einem Glashomogenisator vorsichtig
zerkleinert. AnschlieRend werden die Proben 3 h bei 80°C im Wasserbad unter
leichtem Schitteln inkubiert. Nach Abkihlung auf Raumtemperatur fillt man die
Suspension in SST-Rohrchen (Becton Dickinson, Tuherford, New Jersey, USA) um
und versetzt sie mit %2 Volumen Phenol (&quilibriert mit 0.1 M Tris-Cl, pH 8.0). Nach
15 mindtigem Schwenken auf einem Taumelschuttler wird % Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugegeben und weitere 15 min geschuttelt. Zur
Phasentrennung werden die SST-Roéhrchen 10 min mit 2000 rpm (Labofuge®",
Heraeus) bei Raumtemperatur zentrifugiert, und die wafrige Phase anschlielRend
mit dem einfachen Volumen Chloroform/Isoamylalkohol 15 min gemischt. Nach
erneuter Zentrifugation wird die waRrige Phase in ein Reagenzglas Uberfiuhrt und
mit 2.5 Volumina eiskaltem Ethanol p.a. geféllt. Die hochmolekulare DNA wird auf

einen Glasstab gewickelt, kurz in 70% Ethanol gewaschen und in TE pH 8.0 bei 4°C

gelost.

Lysispuffer: 200 mM NacCl TE: 10 mM Tris-Cl pH 8.0
100 mM EDTA pH 8.0 1 mM EDTA pH 8.0
0.2% SDS

100 pg/ml Proteinase K
(frisch zugesetzt)
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Vergleichende Konzentrationsbestimmung im Agarosegel

DNA unbekannter Konzentration wird neben einer mit Sall geschnittenen A-Phagen-
DNA bekannter Konzentration auf ein 0.8% Agarosegel aufgetragen, welches nach
der Elektrophorese wie unter 2.3 beschrieben gefarbt und photographiert wird. Die
Konzentration im Vergleich zum Standard kann unter Verwendung der Software

Easy plus Rev 3.16 von Herolab (Wiesloch, Deutschland) ermittelt werden.

4.2.6 Multilocus DNA-Fingerprint

Restriktionsenzymverdau genomischer DNA

5 ug genomische DNA werden mit 10 U des Restriktionsenzyms Hinfl geschnitten
(14 h, 37°C) und durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M NaAc (pH 5.5) und 2.5
Volumina eiskaltem 100 % Ethanol gefallt. Nach zweistindiger Inkubation bei —20°C
werden die Fragmente 30 min bei 13000 rpm (Tischzentrifuge, Eppendorf, 4°C)

abzentrifugiert, in 70 % Ethanol gewaschen und in 18 pl TE-Puffer geldst.

Gelelektrophorese

Nach Zugabe von 2 ul Probenpuffer werden die Proben auf einem 0.8 %
Agarosegel in 1 x TBE bei 1.5 V/cm fir 45 h bei RT aufgetrennt. Als GréRen-
vergleich wird je eine Spur BstEIl bzw. EcoRI / Hindlll geschnittene A-Phagen-DNA
aufgetragen. Nach Beendigung der Auftrennung wird das Gel auf Whatman-Papier
ca. 4 h bei 70°C auf dem Geltrockner unter Vakuum getrocknet. In diesem Zustand
kann das Gel gelagert bzw. verschickt werden. Die folgenden Arbeitsschritte wurden
routinemaf3ig im Labor von Prof. J.T. Epplen, am Institut fir molekulare Human-

genetik der Universitat Bochum, durchgefuhrt.

Denaturierung/Neutralisierung des Gels

Das getrocknete Gel wird in destilliertem Wasser rehydriert, bis es sich vom
Whatman-Papier ablést. AnschlieRend wird es unter leichtem Schwenken fir je 30

min bei Raumtemperatur denaturiert und anschlieBend neutralisiert. Nach 15
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mindtigen Waschen in 6 x SSC (pH 7.0) wurden die Gele mit Hilfe einer sterilen

Plastikpipette gerollt und separat in Hybridisierungsgefalle Gberfihrt.

Denaturierungslésung: 0.5 M NaOH
0.15 M NacCl
Neutralisationslésung: 0.5 M Tris, pH 8.0
0.1 M NaCl
20 x SSC: 3 M NaCl

0.3 M Na-Citrat, pH 7.0

Direkte In-Gel-Hybridisierung

Der Vorteil gegenuber der Methode des Southern-Blots besteht darin, daf3 kein
zeitaufwendiger Transfer auf eine Membran ndétig ist und somit auch keine DNA
durch diesen Transfer verloren gehen kann. Zweitens ist keine Vorhybridisierung
notig. Ein weiterer Vorteil ist die Tatsache, daf} die Oligonukleotide wesentlich
effektiver an DNA-Fragmente in Agarosegelen binden kénnen als an immobilisierte
DNA auf Membranen. Die direkte In-Gel-Hybridisierung erméglicht es somit, Banden
spezifischer Sequenz mit Hilfe radioaktiv markierter ,single repeat“-Oligonukleotide
unter den elektrophoretisch aufgetrennten Restriktionsfragmenten mit geringerem
Zeitaufwand und hoéherer Aufldsung sichtbar zu machen. Damit entsteht — wie bei
einem Southern Blot-Analyse ein individuelles Bandenmuster, ein sog.

Fingerabdruck.

Die radioaktive Markierung der Hybridisierungsproben erfolgt in 1 x Kinasepuffer in
einem Volumen von 10 pl unter Verwendung von 10 pmol Oligonukleotid, 5 pl [y*2P]
ATP (5000 Ci/mM) und 1.5 U T4 Polynukleotidkinase (Boehringer Mannheim) fur 15
min bei 37°C. Nach Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 1 ul 0.5 M EDTA pH
8.0 werden die markierten Proben auf 100 pl mit TE-Puffer aufgefullt und bis zur

Aufreinigung bei —20°C gelagert.
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10 x Kinasepuffer: 670 mM Tris-HCI, pH 8.0
100 mM MgCl,
100 mM DTT

Die Abtrennung von nicht-inkorporiertem [y*P]JATP erfolgt durch lonenaustausch-

Chromatographie Uber eine Sephadex G-50 Spin Saule.

Die Hybridisierungstemperatur sowie die Temperatur fir den folgenden warmen
Waschschritt werden in Anlehnung an die Zusammensetzung der Oligomere
bestimmt: T,,=4°Cx (G +C)+2°Cx (A +T)

Die optimale Hybridisierungstemperatur liegt erfahrungsgemafl 5°C unter der
Dissoziationstemperatur, so dal3 die aufgelisteten Oligomere bei den folgenden

Temperaturen hybridisiert werden:

(GATA): Thyo =35°C
(GGAT)4: Thyo =43°C
(GA)s, (CA)g: Thyo =48°C

Die Hybridisierung erfolgt fiir 3-4 h in 10 ml Hybridisierungslésung (0.025 ml/ cm?
Gel), der 1 x 10° cpm/ml des markierten Oligonukleotids zugegeben werden. Das
Gel wird anschlieBend zweimal 30 min in 500 ml 6 x SSC bei Raumtemperatur
gewaschen, gefolgt von einem stringenten Waschschritt bei Hybridisierungs-

temperatur (1.5 min) und weiteren 30 min bei Raumtemperatur.

Hybridisierungslésung: 5 x SSPE
5 x Denhardt’s
0.1 % SDS
15 pg/ml E. coli-DNA

1 x 10° cpm/ml radioaktive Sonde (denat.)

50 x Denhardt’s: 50 mM Tris-Cl pH 7.5
1 % Ficoll
1 % BSA
1 % Polyvinyl-Pyrrolidon
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Zur Anfertigung der Autoradiographie werden die Gele luftblasenfrei in
Frischhaltefolie verpackt und tber Nacht exponiert. Die Rontgenfilme (Kodak X-AR)

wurden in einer Entwicklungsmaschine Compact 35 der Fa. Protec entwickelt.

Die Agarosegele kénnen zu 2 bis 3 weiteren Hybridisierungen herangezogen
werden. Dazu wird das Gel ca. 30 min bei 65°C in 5 mM EDTA pH 8.0 gewaschen
und das erfolgreiche Entfernen der radioaktiven Probe anschlielend mit einem
Phosphoimager uberpriift. Nach 15 minitigem Aquilibrieren in 6 x SSC bei
Raumtemperatur kann das Gel direkt mit einer weiteren Sonde hybridisiert oder

aber getrocknet und aufbewahrt werden.
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4.3 Ergebnisse

4.3.1 Analyse chromosomaler Klone

Seit 1996 konnten von Fundort 28 insgesamt 58 Wildfange karyotypisch bestimmt
werden. Davon wiesen 34 Tiere den normalen Karyotyp (2n = 46 akrozentrische
Chromosomen) auf, 2 besafRen zusatzlich zu dem normalen Karyotyp ein
Mikrochromosom (2n = 46 + m, Abbildung 24A), 12 zeigten ein Fusionschromosom
(F) und ein etwas gréReres Mikrochromosom (45 + (F) +M, Abbildung 24B), 7 waren
triploid (3n = 69) und 4 zeigten zusatzlich zu dem triploiden Karyotyp ein
Mikrochromosom (3n = 69 + m, Abbildung 24C). Niemals wurde ein Individuum mit

2 Mikrochromosomen gefunden.

g
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Abbildung 24: Natirliche Klone von F.O. 28. A) diploider Karyotyp mit 2n = 46 akrozentrische
Chromosomen und einem Mikrochromosom, B) diploider Karyotyp mit einem Fusionschromosom und
einem ungewdhnlich groRen Mikrochromosom, C) triploider Karyotyp 3n = 69 akrozentrische
Chromosomen und einem Mikrochromosom. Zum GréRenvergleich siehe Abbildung 25. A und B nach
Schartl et al. (1995b)
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Von Fundort 29 wurden nur 4 Individuen karyotypisiert. Darunter waren 3 mit
normalen diploiden Karyotyp, sowie ein triploides. Von Fundort 21 wurden bisher
nur 5 Tiere karyologisch untersucht. Diese waren — wie schon durch die
DurchfluBzytometrie bestimmt — alle diploid und wiesen keine Uberzahligen

Chromosomen auf.

Tabelle 2: Darstellung der verschiedenen chromosomalen Klone an den Fundorten 21, 28 und 29 aus
den Jahren 1996 bis 1998. 2n = 46 bezeichnet den normalen diploiden Karyotyp, 2n = 46 + m
bezeichnet Tiere mit einem zusétzlichen Mikrochromosom, 45 + (F) + M bezeichnet einen Klon, der ein
Fusionschromosom (F) und ein etwas groReres Mikrochromosom aufweist, bei 3n = 69 handelt es sich
um triploide Tiere ohne uUberzahlige Chromosomen und 3n = 69 + m steht fur einen triploiden Karyotyp

mit einem Mikrochromosom.

Fundort 2n=46 2n=46+m 2n=45+(F)+M 3n=69 3n=69+m N

21 5 0 0 0 0 5
28 34 2 12 7 4 58
29 3 0 0 1 0 4

4.3.2 Etablierung einer Methode zur minimal-invasiven Bestimmung des

Ploidiegrades

Mit Hilfe der DurchfluRzytometrie kénnen Individuen anhand von minimal-invasiven
Ruckenflossenbiopsien als diploid oder triploid bestimmt werden. Um den genauen
DNA-Gehalt pro Nukleus bestimmen zu konnen, wird das Verhaltnis der
Fluoreszenzintensitaten (die bestimmten Kanélen zugeordnet werden) von Probe
und Standard gebildet und mit dem bekannten DNA-Gehalt des Standards

multipliziert.

Da es sich bei DAPI um einen AT-spezifischen Farbstoff handelt, benétigt man
einen Standard, der einen ahnlichen AT / GC-Gehalt aufweist. Der interne Standard

Gallus gallus eignet sich bei dieser Zielsetzung besonders, da erstens der AT-
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Gehalt von 57.73% dem durchschnittlichen AT-Gehalt von Knochenfischen (59.32 +
2.18% ) und besonders der Gattung Poecilia (P. reticulata 58.87%) (Vinogradov,
1998) sehr ahnlich ist. Weiterhin eignet sich Gallus gallus als Standard, weil der
DNA-Gehalt von 2.5 pg/Nukleus (Vinogradov, 1998) dem von P. formosa néher ist
als z.B. menschliche Leukozyten (7.0 pg/Nukleus), die ebenfalls vielfach als
Standard verwendet werden (Vindelov et al., 1983). Drittens hat es sich
meftechnisch als @uRerst glnstig herausgestellt, dal’ diploide P. formosa-Zellen
links vom Standardpeak (Abbildung 25A) erscheinen, die Zellen triploider Tiere
jedoch rechts davon (Abbildung 25B).

Fur diploide P. formosa ergibt sich somit ein DNA-Gehalt von 1.94 + 0.06
pg/Nukleus (N = 15), fur triploide von 3.10 + 0.05 pg/Nukleus (N = 10). Dieser Wert

entspricht in etwa dem 1.5 fachen des diploiden Wertes.

Die auf diese Weise erhaltenen Ergebnisse konnten mit Hilfe von
Chromosomenpréaparationen bestétigt werden: Die 15 Fische, die mit Hilfe der
DurchfluBzytometrie als diploid identifiziert wurden, zeigten 46 akrozentrische
Chromosomen (Abbildung 25C), die zehn als triploid identifizierte Tiere wiesen 69

akrozentrische Chromosomen auf (Abbildung 25D).

Somit konnte eine einfache und wenig zeitaufwendige Methode etabliert werden, die
es ermoglicht, eine groRe Anzahl an Fischen minimal-invasiv auf ihren Ploidiegrad
hin zu untersuchen (Lamatsch et al., 2000b). Durch das Fehlen der Riickenflosse
waren die Tiere nicht in ihrem Schwimmverhalten behindert, und kein einziger Fisch

starb infolge des Eingriffes.
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Abbildung 25: DurchfluBzytometrisches Histogramm (A) eines diploiden und (B) eines triploiden P.
formosa. Peak a stellt die Zellen der dorsalen Rickenflosse von P. formosa dar, Peak b die
Erythrozyten von G. gallus. Der nukledre DNA-Gehalt ist proportional zu der Fluoreszenzintensitat, die
im Histogramm bestimmten Kanélen zugeordnet wird. (C) und (D) sind die jeweils zugehérigen
Metaphasen eines diploiden P. formosa mit 2n = 46 Chromosomen (C) und eines triploiden P. formosa
mit 3n = 69 Chromosomen (D). Der Balken entspricht S5pm.

4.3.3 DurchfluBzytometrische Analyse von Individuen aus natlrlichen

Populationen

Unter Verwendung der oben genannten Methode wurden unter den 49 nach
Wirzburg importieren Individuen von den Fundorten 28/96 und 29/96 drei triploide
(#6, #28, #41) detektiert (Abbildung 26). Dies entspricht einer Haufigkeit von 6.12 %.
Der durchschnittliche nukledre DNA-Gehalt der diploiden Tiere betrug 1.92 + 0.07

pg/Nukleus bei einer Standardabweichung der Messung von 2.96 + 1.05 %
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(CV%=SD/MN). An dem CV-Wert kann man die Qualitat der Messungen ablesen:
Je kleiner der Wert, desto geringer die Streuung und desto besser die Messung. Die
drei identifizierten Triploiden hatten einen durchschnittlichen DNA-Wert von 2.96 +
0.05 pg/Nukleus (CV% von 2.52 + 0.66), was dem erwarteten 1.5-fachen des

diploiden Wertes entspricht.
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Abbildung 26: Durchfluzytometrische MelRwerte der 49 Wildfange von Fundort 28/96. Der
durchschnittliche DNA-Gehalt der diploiden Tiere betrug 1.92 + 0.07 pg/Nukleus, die drei triploiden
Individuen wiesen einen durchschnittichen DNA-Gehalt von 2.96 + 0.05 pg/Nukleus auf. Dies

entspricht dem erwarteten 1.5-fachen des diploiden Wertes.

Wahrend Individuum # 41 keine Nachkommen produzierte, gingen aus den
Verpaarungen der beiden triploiden Weibchen # 6 und # 28 mit Black Molly-
Mannchen 13 bzw. 15 Téchter hervor, deren Ploidiegrad ebenfalls untersucht wurde
(Tabelle 3). Diese wurden wiederum mit Black Molly angepaart, so da3 mehrere
Generationen hinsichtlich Fertilitat und paternaler Introgression analysiert werden
konnten. Es zeigte sich, daR triploide Wildfange und ihre Nachkommen fertil sind
und ihr triploides Erbgut ohne eine weitere Erhdhung des Ploidiegrades klonal
vererben. Die Nachkommen von # 6 zeigten im Mittel einen DNA-Wert von 3.06 +
0.09 pg/Nukleus (CV% 1.97 + 0.59, N = 42), die Nachkommen von # 28 wiesen 2.96
+ 0.06 pg/Nukleus (CV% 2.37 + 0.69, N = 31) auf.
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Tabelle 3: DNA-Gehalt der beiden fertilen triploiden Wildfange #6 und #28 sowie deren Nachkommen
in erster, zweiter und dritter Generation.

Weibchen  DNA-Gehalt CV% P f. Weibchen  DNA-Gehalt CV% P f.
[pdl [pdl
6 3.02 3.08 28 2.90 1.89
Tochter DNA-Gehalt CV% P.f. Tochter DNA-Gehalt CV% P.f.
[pd] [pdl
6a 3.03 2.04 28 a 3.10 1.61
6b 2.93 3.26 28 b 2.83 2.00
6c 2.95 2.27 28 ¢ 2.93 2.13
6d 3.00 1.13 28 d 3.00 2.13
6e 2.80 2.27 28 e 2.88 2.22
6f 2.88 3.41 28 f 2.80 2.22
6g 2.90 1.00 o 28 2.90 + 0.07 2.05+ 0.21
6h 2.90 2.04
6i 2.93 2.17
6] 2.95 2.27
6 k 3.00 2.50
61 2.95 2.56
6m 2.93 2.22
6 2.93+0.06 2.24+0.65
Enkel DNA-Gehalt CV% P f. Enkel DNA-Gehalt CV% P f.
[pd] [pdl
6.1 3.13 1.67 28.1 3.00 1.69
6.2 3.10 1.61 28.2 3.00 1.69
6.3 3.15 1.59 28.3 3.00 2.59
6.4 3.15 1.59 28.4 2.95 2.54
6.5 3.05 1.69 28.5 2.93 2.50
6.6 3.03 1.61 28.6 3.00 1.69
6.7 3.10 2.46 28.7 2.90 2.59
6.8 3.15 1.61 28.8 2.90 1.79
6.9 3.08 2.42 28.9 3.05 2.54
6.10 3.05 2.46 28.10 2.98 2.46
6.11 3.15 2.42 28.11 2.95 2.54
6.12 3.15 0.81 28.12 3.00 5.17
6.13 3.15 1.61 28.13 2.88 1.69
6.14 3.15 1.61 28.14 2.98 2.46
6.15 3.10 25 28.15 2.90 1.75
76 3.11 £ 0.04 1.84 + 0.47 6 2.96 + 0.05 2.38 + 0.84
Urenkel DNA-Gehalt CV% P.f. Urenkel DNA-Gehalt CV% P.f.
[pdl [pdl
6-1 3.15 1.61 28-1 3.00 2.50
6-2 3.13 2.38 28-2 3.00 2.54
6-3 3.08 2.38 28-3 3.03 2.42
6-4 3.15 1.61 28-4 3.00 2.50
6-5 3.08 1.59 28-5 2.95 2.59
6-6 3.13 0.81 28-6 3.05 2.46
6-7 3.10 1.64 28-7 2.98 2.46
6-8 3.23 1.64 28-8 3.05 2.46
6-9 3.08 1.59 28-9 3.05 1.67
6-10 3.10 1.64 28-10 2.95 3.93
6-11 3.10 2.42 o 28 3.01 + 0.04 2.55 + 0.52
6-12 3.10 1.61
6-13 3.08 2.59
6-14 3.15 2.42
26 312+ 0.04 1.85+ 0.48
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4.3.4 Anpassen der Methode an Probenentnahme im Freiland

Da immer nur eine begrenzte Anzahl an Tieren aus dem natirlichen Habitat
entnommen und ins Labor gebracht werden kann, ermdglicht die direkte
Probenentnahme im Freiland, eine gréRere Anzahl an Tieren zu analysieren.
Deshalb wurde die Methode durch eine Modifikation ,freilandtauglich® gemacht:
Anstatt die Flossenproben in Citrat/Tween zu zerkleinern und anschlieRend die
Einzelzell-suspension zu fixieren, wozu eine Zentrifuge notwendig wéare, werden die
entnommenen Rickenflossen direkt in kaltem 70 % Ethanol fixiert. Nachdem das
Material komplett fixiert (4-6 Wochen) ist, wird das Flossengewebe in Citrat/Tween
zerkleinert, nach 20 minutigem Schutteln durch Zentrifugation gesammelt und
anschlieend direkt gefarbt (Pepsin/DAPI). Die Qualitat der Messungen war
vergleichbar mit der von frisch prapariertem Flossenmaterial: Sogar nach bis zu 19
Monaten Lagerung in Alkohol konnten verlafiliche Resultate bei P. formosa erzielt
werden (2.03 pg/Nukleus, CV% 1.88, N = 1).

4.3.5 DurchfluBRzytometrische Analysen von Flossenmaterial aus natlrlichen

Populationen

Zur Messung des Ploidiegrads mit der oben genannten Methode wurden im Marz
1998 am Rio Purificacion (F.O. 28/98) 180 Flossenproben von Individuen aus
verschiedenen Resttimpeln sowie dem verbleibenden Hauptflu@ genommen
(Abbildung 27). Von diesen 180 Flossenbiopsien konnten 28 als triploid identifiziert
werden (15.56%). Die Verteilung von Tieren verschiedener Ploidiegrade variierte in
den Resttimpeln jedoch stark: Bei A (HauptfluR) waren 2 von 30 Tieren triploid
(6.67 %), in Pool B 3 von 50 (6.0 %), bei C (HauptfluR) waren 11 von 36 Tieren
triploid (30.56 %), in Pool D keines von 4 Tieren (0 %) und in Pool E waren 12 von
60 Tieren triploid (20 %).

Im Marz 1999 (F.O. 28/99) war der Hauptflu@ an mehreren Stellen vollig
unterbrochen, so dal} es kein flieBendes Gewasser mehr gab (Abbildung 28). Eine
vergleichbare Situation wurde von Balsano et al. (1989) nur einmal wahrend 22

Forschungsreisen vorgefunden.

Von insgesamt 119 Flossenproben stellten sich nur 5 als triploid heraus (4.2 %): Bei
A war 1 von 19 Tieren triploid (5.26 %), sudlich von C (A") war ebenfalls nur 1 von

19 Tieren triploid, in Pool B wies nur 1 unter 51 Tieren drei Chromosomensatze auf
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(1.96%), nordlich von C (C") konnten nur 3 P. formosa-Weibchen gefangen werden,

von denen keines triploid war. Auch von den 15 in Pool E gefangenen Individuen

war keines triploid. In F und G, neu entstandene Resttimpeln im Vergleich zu 1998,

konnten nur wenige P. formosa gefangen werden (je 2), darunter jedoch keine

Triploiden. Allein im Resttimpel H befanden sich unter 8 P. formosa 2 Triploide (25

%).
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Abbildung 27: FluRbett des Rio Purificaciéon (F.O. 28)
zur Trockenzeit im Mérz 1998. A und C stellen
Fangplatze im verbleibenden HauptfluR dar. B, C und
D bezeichnen Resttimpel, die vollkommen vom

Hauptflul? abgetrennt waren.
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Abbildung 28: FluBbett des Rio
Purificaciéon (F.O. 28) zur Trockenzeit im
Mérz 1999. Die Buchstaben markieren die
Fangplatze in den verschiedenen

Resttimpeln.
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Ergebnisse

Tabelle 4: Darstellung der Anzahl der gefangenen P. formosa an F.O. 28 und dem Anteil an Triploiden

pro Restwasserkorper.

1998 1999

Pool Anzahl  davon 3n % Anzahl  davon 3n %
A 30 2 6.67 19 1 5.26
A ; - - 19 1 5.26
B 50 3 6.0 51 1 1.96
C 36 11 30.6 - - -
C - - - 3 0 0
D 4 0 0 - - -

E 60 12 20 15 0 0
F - - - 2 0 0
G - - - 2 0 0
H - - - 8 2 25
) 180 28 15.56 119 5 4.2

1998 wurden 39 Jungtiere aus dem Rio Purificacién ins Aquarium nach Wirzburg

gebracht. Unter 20 Tieren von F.O. 28/98 befanden sich 3 Triploide, was die
Haufigkeit nicht veranderte (31/200 = 15.5 %). Von F.O. 29/98 wurde 1 von 19

Tieren als triploid detektiert (5.3 %).

Zwei der vier Triploiden (Weibchen #376 und #377) konnten erfolgreich mit Black

Molly-M&nnchen verpaart werden. Auch deren Nachkommen waren in erster und
zweiter Generation triploid (# 376: 3.06 + 0.04 pg/Nukleus, CV% 2.17 + 0.567, N =
15; # 377: 3.12 + 0.04 pg/Nukleus, CV% 3.35 + 0.77, N = 5). Zusatzlich wurden 12

Tiere vom F.O. 21 nach Wirzburg Uberfihrt, unter denen sich kein einziges

triploides befand.

70



4 Triploide P. formosa in naturlichen Populationen Ergebnisse

4.3.6 Identifizierung eines Mosaiktieres

Unter den 19 Individuen von F.O. 29/98 befand sich auch ein Mosaiktier, das
gleichzeitig diploide und triploide Somazellen aufwies. In sukzessiven Messungen
der regenerierten Ruckenflosse desselben Tieres uber einen Zeitraum von 9
Monaten, nahm der Anteil triploider Zellen ab (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Sukzessive Messungen von Ruckenflossenmaterial des selben Tieres. 1. Messung,
September 1998: 16.4 % triploide Zellen, 2. Messung, Februar 1999: 10.9 % triploide Zellen, 3.
Messung Juni 1999: 6.8 % triploide Zellen. Peak a = diploide Zellen von P. formosa, b = Erythrozyten
von Gallus gallus, ¢ = triploide Zellen von P. formosa.

Um nachzuprifen, ob dieses Tier auch in seiner Keimbahn sowohl diploide als auch
triploide Zellen hatte, wurde es mit Black Molly angepaart, und die Nachkommen
durchflulBzytometrisch vermessen. Alle 20 Nachkommen wiesen allerdings
ausschlieBlich diploide Zellen auf (2.02 + 0.03, CV% 2.24 + 0.61), was darauf

schlief3en 1a3t, dalR das Mosaik auf die Somazellen beschrankt war.

4.3.7 Untersuchung der Nachkommenzahl diploider und triploider Wildféange

Unmittelbar nach Ankunft im Labor gebaren einige der 20 Wildfange von F.O. 28/98
Junge in das selbe Aquarium. Interessanterweise befanden sich unter den
Nachkommen ein GberméaRig hoher Prozentsatz an triploiden Tieren: Obwohl nur 3
der 20 Wildfange als triploid charakterisiert wurden, waren etwa die Halfte der

Nachkommen triploid (28 von 59 Tieren).
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Unter den ersten Messungen befanden sich deutlich mehr Triploide, gegen Ende
der Analysen Uberwogen die Diploiden (Abbildung 30). Da zuerst die grolReren
Individuen vermessen wurden, wurde vermutet, daf3 triploide Tiere im gleichen Alter

evtl. grol3er sein kénnten, also eine héhere Wachstumsrate zeigten.
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Abbildung 30: Verhaltnis von diploiden (2n) und triploiden (3n) Tieren an unterschiedlichen Mef3tagen.

4.3.8 Vergleichende GroRenmessungen diploider und triploider Jungtiere

Die GrolRenmessung (Standardlange SL, Rumpftiefe RT, Breite der Schwanzwurzel
SW) der Nachkommen (Ngipi0ia=30, Nuipia=27) ergab jedoch keinen signifikanten
Unterschied zwischen diploiden und triploiden Tieren. Die Standardl&nge betrug bei
den diploiden Individuen 25.24 + 2.92 mm. Im Vergleich dazu betrug die
Standardlange bei triploiden 26.65 + 1.54 mm. Dieser Unterschied zeigt einen
leichten Trend, ist jedoch nicht signifikant (ps.=0.075, Mann-Whitney U, Abbildung
31). Auch bei der Breite der Schwanzwurzel zeigten die Triploiden im Mittel nur
geringfligig hohere Werte (3.98 £+ 0.32 mm) als die diploiden (3.90 + 0.49 mm,
psw=0.453, Abbildung 33). Bei dem Vergleich der Rumpftiefe stellte sich heraus,
daR die triploiden im Schnitt etwas geringere Werte aufwiesen (6.78 + 0.52) als die
diploiden (7.11 + 0.95, prr=0.274, Abbildung 32).
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35
Abbildung 31: Vergleich der Standardldnge von
p=0.075
diploiden und triploiden Nachkommen der
7 o 8 Wildfange von F.O. 28/98. Die Boxplots geben
£
o den Median, das obere und untere Quartil, sowie
% die 10 %- und 90 %-Wahrscheinlichkeitsbereiche
g 1 der Daten an. Die Kreise geben die Extrema an.
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4.3.9 Analyse der klonalen Variabilitéat

T
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2n
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27
3n

Die DNA-Fingerprint Analysen ergaben, dal3 die triploiden P. formosa, die alle aus

dem gleichen FluRsystem stammen, mindestens 5 bis 6 verschiedenen Klonen

zugeordnet werden kénnen (Abbildung 34 und Abbildung 35).
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Aus den beiden Hybridisierungen ging hervor, dalR Tier 5 einen eigenen Klon
reprasentiert (A), Individuum 7 und 10 einem weiteren Klon (B) angehdren und Klon
C von Individuum 8, 9, und 11 gebildet wird. Individuum 12 kdnnte man trotz
schlechter Qualitat aufgrund einer zu geringen DNA-Menge als weiteren Klon
ansehen (D). Individuum 13 bildet einen anderen Klon (E), der evtl. durch Addition
des Mikrochromosoms und klonale Variabilitdét aus Klon C hervorgegangen sein
konnte. Die klonale Zugehorigkeit von Individuum 6 konnte aufgrund einer zu
geringen DNA-Menge im Gel nicht bestimmt werden. Allerdings ergab eine friihere
Analyse von drei der obengenannten triploiden Individuen (6, 7, 8) sowie eines
weiteren triploiden P. formosa (19), dessen genomische DNA-Menge nicht
ausreichte, um es erneut zu analysieren, dal3 Individuum 6 Klon B zuzuordnen ist
(Abbildung 36 und Abbildung 37). Das zusatzliche Tier 19 ist Klon C sehr ahnlich,
weist jedoch im Vergleich zu Individuum 8 eine zusatzliche Bande knapp unterhalb
von 21 kb auf (Abbildung 36). Ordnete man dieses Tier deshalb einem eigenen Klon
zu, so erhohte sich die Zahl der triploiden Klone auf 6. Individuum 1* stellt eine

Kontrolle dar, anhand derer alle Gele untereinander verglichen werden kénnen.

Aus der Analyse der DNA-Fingerprint Muster geht hervor, dal3 die 7 diploiden P.
formosa nur 2 bis 3 Klone darstellen, wobei Individuum 16 nicht eindeutig zu
interpretieren ist. Die 9 triploiden P. formosa hingegen kénnen 5 bis 6 Klonen

zugeordnet werden.
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Abbildung 34: Multilocus DNA-Fingerprint von P. formosa-Wildfangen der Fundorte 28 und 29,
hybridisiert mit dem Oligonukleotid (GA)s. Bei den Tieren 1 bis 3 handelt es sich um diploide Individuen
von F.O. 28 aus dem Jahr 1996 (28/96), Individuum 4 stammt von 29/96. 5 bis 11 stellen triploide
Wildfange aus den Jahren "96 und "98 dar. 12 und 13 stammen von 28/96 und weisen neben drei
Chromosomensatzen ein zusatzliches Mikrochromosom auf. Tier 14 ist ein P. mexicana-Mannchen, 15
ein P. mexicana-Weibchen. 16 bis 18 sind nochmals diploide Tiere von 28/98. 1* stellt ein Individuum

dar, daB3 in allen Gelen verwendet wird, um die Ergebnisse miteinander vergleichen zu kénnen.
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Abbildung 35: Multilocus DNA-Fingerprint von P. formosa-Wildfangen der Fundorte 28 und 29,
hybridisiert mit dem Oligonukleotid (GGAT)4. Bei den Tieren 1 bis 3 handelt es sich um diploide
Individuen von F.O. 28 aus dem Jahr 1996 (28/96), Individuum 4 stammt von 29/96. 5 bis 11 stellen
triploide Wildfange aus den Jahren “96 und "98 dar. 12 und 13 stammen von 28/96 und weisen neben
drei Chromosomensétzen ein zusétzliches Mikrochromosom auf. Tier 14 ist ein P. mexicana-
Ménnchen, 15 ein P. mexicana-Weibchen. 16 bis 18 sind nochmals diploide Tiere von 28/98. 1* stellt

ein Individuum dar, daf in allen Gelen verwendet wird, um die Ergebnisse miteinander vergleichen zu
kénnen.
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Ergebnisse
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Abbildung 36: Multilocus DNA-Fingerprint
von triploiden P. formosa-Wildfangen von
Fundort  28/96,
Oligonukleotid

hybridisiert mit dem
(CA)s. 1* stellt das
Vergleichstier zu den anderen Gelen dar.
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Abbildung 37: Multilocus DNA-Fingerprint
von triploiden P. formosa-Wildfangen von
Fundort  28/96,
Oligonukleotid

hybridisiert mit dem
(GGAT)s. 1* stellt das
Vergleichstier zu den anderen Gelen dar.
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4.4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, welche evolutive Bedeutung
das Auftreten polyploider P. formosa in dem sonst Uberwiegend diploiden
Fortpflanzungskomplex hat. Dazu wurde die Haufigkeit triploider Individuen mit Hilfe
einer eigens dazu entwickelten minimal-invasiven Methode ermittelt. Aul3erdem
sollte untersucht werden, welchen Einflu3 paternale Introgression auf die klonale
Variabilitat bei P. formosa hat. Dazu wurden chromosomale Klone anhand der
Karyotypen bestimmt und mit Hilfe von Multilocus DNA-Fingerprints molekularen

Klonen zugeordnet.

4.4.1 Etablierung einer effizienten Screening-Methode

Die Messung des DNA-Gehaltes an Flossenbiopsien mittels der
DurchfluRzytometrie erlaubt die schnelle, einfache und akkurate Bestimmung des
Ploidiegrades von P. formosa. Damit ist es mdglich, triploide Individuen zu
identifizieren und durch Verwendung in Zuchtexperimenten, Verhaltens-
experimenten oder bei Gewebetransplantationen wichtige Aufschliisse uber ihre
biologische Signifikanz und evolutive Bedeutung zu gewinnen. Durch die Eignung
der Feldmethode kann Einblick in nattrliche Populationen gewonnen werden, ohne

die Tiere dauerhaft aus ihrem Habitat zu entfernen.

Es konnte gezeigt werden, dafd die hier etablierte Methode sich nicht nur far P.
formosa eignet, sondern auch bei 13 weiteren Arten verlaRliche DNA-Werte ergibt,
die mit vorliegenden Werten aus der Literatur Ubereinstimmen (Lamatsch et al.,
2000Db).

4.4.2 Haufigkeit diploider und triploider P. formosa in natlrlichen

Populationen

Mit Hilfe der entwickelten minimal-invasiven Mef3methode konnte die Haufigkeit
triploider P. formosa in nattrlichen Populationen in den Jahren 1996, 1998 und 1999
untersucht werden. Bereits frilher beobachtete starke Schwankungen ihres Anteils
an der Gesamtpopulation (Rasch & Balsano, 1974; Balsano et al., 1981; Balsano et
al., 1972; Turner, 1982; Rasch & Balsano, 1973; Prehn & Rasch, 1969) konnten
bestétigt werden: Im Jahr 1996 waren 6.12 % der untersuchten P. formosa an F.O.
28 triploid, im Jahre 1998 15.5 % und 1999 waren es 4.2 %. Diese Werte liegen
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damit allerdings im Mittel unter denen von Balsano et al. (1972), die von 1965 bis
1968 am F.O. 28 19.5 % bis 78.4 % (durchschnittlich 54.0 %) als triploid identifiziert
haben. Auch konnten Werte von tber 90 % in einzelnen Restwasserbecken wie bei
Balsano et al. (1972) nicht gefunden werden. Die niedrigeren Werte konnten auf die
starken saisonalen Unterschiede zuriickzufihren sein (Balsano et al., 1983), die bei

Uber ganze Jahre gemittelte Werte nicht zum Tragen kommen.

Weder im Freiland noch im Labor konnten jemals tetraploide P. formosa detektiert
werden. Da es keine augenfélligen Einwande gegeniber einer weiteren Erhéhung
des Ploidiegrades auf z.B. vier Chromosomensatze gibt, ist unklar, warum weder in
natirlichen Populationen noch unter den Nachkommen triploider Freilandfange
jemals tetraploide Individuen identifiziert werden konnten. Es konnte sein, daf in
sehr seltenen Féllen tetraploide P. formosa entstehen, die aber bislang alle steril
sind und deshalb als Einzelereignisse nicht detektiert werden konnen. Die
Entstehung neuer fertiler Klone scheint demnach ein auf3erst seltenes Ereignis zu
sein. Entsprechend kénnte evtl. auch die Entstehung von diploiden und triploiden P.

formosa auf ein einziges erfolgreiches Entstehungsereignis zurtickgefihrt werden

Am Fundort 21 konnten keine triploiden Individuen festgestellt werden. Diese
Tatsache unterstitzt die Ergebnisse von Balsano et al. (1989) , dal3 es aul3erhalb
des Rio Soto la Marina-FluRsystems kaum Fundorte gibt, an denen Triploide zu
finden sind. Ob dies allerdings an der Tatsache liegt, daf3 P. formosa im Rio Soto la
Marina-FluRBsystem ausschlielich mit der Unterart P. mexicana limantouri

sympatrisch vorkommt, wie die Autoren vermuten, bedarf ndherer Untersuchungen.

Unterschiede zwischen den Habitaten des Rio Purificacion wurden nicht untersucht,
da im Rahmen dieser Arbeit Uberwiegend Fundorte aufgesucht wurden, an denen in
friheren Arbeiten bereits von einem hohen Anteil asexueller Weibchen sowie
triploider P. formosa berichtet wurde. Balsano et al. (1989) fanden bei F.O. 28 und
29 durchschnittlich etwa 50 % asexuelle Weibchen. Ddbler (1998) fand 1998 am
F.O. 28 (MIII/9) 34.9% (09.03.98) bzw. 27 % (10.03.98) asexuelle Weibchen, wobei
die Verteilung innerhalb der einzelnen Fundstellen (A-E) stark schwankte: A 31.6%
bzw. 50%, B 88.6 % bzw. 100%, C 48.5 % bzw. 42.9 %, D 12.5 % bzw. 13.2 %, E
18.7 % bzw. 22.4%. Die Anzahl der P. mexicana-Mannchen lag durchschnittlich bei
9.8 % pro Fundstelle.

Eine Erklarung fur die grof3en Haufigkeitsunterschiede in den Restwasserpools
ware, daf3, wahrend sich der Fluf3 durch die Trockenzeit langsam zurickbildet,
diploide und triploide (sowie P. mexicana) zuféllig auf die Restwasserbecken verteilt
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werden. In dieser extremen Situation (schwindende Wasserkdrper mit dem damit
verbundenen Verlust der Habitatdiversitdt und Mdglichkeit der Einnischung, hohe
Individuendichte, hohe Temperaturen, geringe Sauerstoff-Werte) kénnten sich
geringe Unterschiede in der Fitne3 zwischen diploiden und triploiden P. formosa
auspragen. Der hohe Anteil Triploider in bestimmten Restwasserbecken (Balsano et
al.,, 1972) kénnte auf eine hoéhere Fitnel3 triploider P. formosa unter extremen

Bedingungen hinweisen.

Der Ubermafig hohe Anteil an Triploiden unter den Nachkommen von ins Labor
transportierten Freilandfangen legte die Vermutung nahe, dalR Triploide mehr
Nachkommen produzieren als Diploide. Unter der Annahme, dafl} jedes der
importierten Weibchen Nachkommen hatte, hiel3e dies, dal3 triploide Weibchen im
Schnitt 9.33 Nachkommen produzierten, wahrend diploide nur 1.82 Nachkommen
produzierten. Erhohte Embryonenzahlen konnten jedoch von Balsano et al. (1989)
nicht festgestellt werden. Im Gegenteil zeigten triploide P. formosa-Weibchen in den
Wintermonaten sogar eine gegenuber diploiden signifikant reduzierte Anzahl an
Embryonen. Uber das Jahr gesehen ergaben sich jedoch keine signifikanten

Unterschiede mehr.

Eine zweite Erklarungsmdglichkeit fir die unterschiedlichen Nachkommenzahlen
ware, daf’ bei gleichen WurfgréRen alle drei triploiden Weibchen befruchtet waren,
wahrend nur ein Bruchteil der diploiden Weibchen befruchtet war. Eine dritte
Erklarungsmaglichkeit ware, dalR einige der diploiden Weibchen durch paternale
Introgression  triploide  Nachkommen  produziert haben. Jede dieser
Erklarungsversuche wirde einen enormen evolutiven Vorteil triploider Individuen
bedeuten. In Zusammenhang mit der ermittelten hoheren Uberlebensrate von
Triploiden (Balsano et al., 1983) stellt sich die Frage, warum sich Triploide nicht in
einem ,selective sweep” in der Population durchsetzen. Der Frage soll weiterhin

nachgegangen werden.

GroRe Weibchen haben einen héheren reproduktiven Erfolg als kleine Weibchen.
Adulte polyploide Individuen sind jedoch, bis auf einige Invertebraten,
bekanntermalRen nicht grol3er als diploide, da sie die erhdhte Zellgrofze mit einer
verringerten Zellzahl kompensieren. Aus einem schnelleren Grol3enwachstum und
der daraus resultierenden friher eintretenden Geschlechtsreife konnten jedoch
vielleicht reproduktive Vorteile entstehen. Die Vermutung, dal triploide P. formosa
ein schnelleres GroRenwachstum aufweisen als diploide — im gleichen Alter also
grolRer sind -, konnte anhand der Messungen der Standardlange, Rumpftiefe und

Breite der Schwanzwurzel aber nicht bestétigt werden.
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4.4.3 Klonale Variabilitat

Anhand der DNA-Fingerprints konnte nachgewiesen werden, dal3 die 9 triploiden
Wildfange mindestens 5-6 verschiedene Klone reprasentieren, wéhrend die 7
diploiden P. formosa nur 2 bis 3 verschiedenen Klonen angehdéren. Die analysierte
Anzahl an diploiden und triploiden P. formosa aus naturlichen Habitaten ist zu
gering, um definitive Aussagen machen zu kénnen. Die vorliegenden Ergebnisse
deuten jedoch darauf hin, daf3 die Triploiden einen signifikanten Beitrag zur klonalen
Diversitat von P. formosa leisten. Turner et al. (1983) konnten anhand von
Allozymdaten die untersuchten diploiden P. formosa 2 verschiedenen Genotypen
zuordnen, die triploiden jedoch 8 verschiedenen Klonen. Triploide sind also der
variablere Teil einer asexuellen Population von P. formosa. Die grof3e Heterogenitat
ist ein Hinweis darauf, dald triploide Klone immer wieder de-novo entstehen kénnten.
Bei Poeciliopsis hingegen zeigen die hybridogenetischen Diploiden eine deutlich
hohere Variabilitat als die gynogenetischen Triploiden, da immer wieder neue
Diploide durch Hybridisierung der Elternarten entstehen (Schultz, 1977; Vrijenhoek,
1979). P. formosa ist wohl auf ein einziges Hybridisierungsereignis zurickzufihren
(Turner, 1982). Da im Rio Purificacion P. formosa mit nur einer der Elternarten
vorkommt (P. mexicana limantouri), kann erneute Hybridisierung als Quelle
genetischer Variation bei diploiden P. formosa in dieser Population ausgeschlossen
werden. Selbst in zahlreichen Laborversuchen gelang es bisher nicht, durch
Hybridisierung die Entstehung von P. formosa nachzuvollziehen. Dies deutet darauf
hin, da3 die Entstehung diploider P. formosa tatsachlich ein extrem seltenes
Ereignis ist und ganz besondere Voraussetzungen hinsichtlich des Genotyps der
Elternarten und der Kombination von Erbanlagen in den F;-Bastarden erfordert.
Triploide P. formosa treten jedoch sogar unter Laborbedingungen auf, allerdings als
Mannchen (siehe Kapitel 5) oder sterile Weibchen. Bislang ist nicht geklart, warum
unter Laborbedingungen entstandene triploide Weibchen steril sind. Anscheinend ist

auch hinsichtlich der Fertilitat von Bedeutung, woher das dritte Genom stammt.

4.4.4 Mosaiktier

Unter Hunderten von analysierten P. formosa aus natiirlichen Lebensrdumen konnte
ein Individuum identifiziert werden, das sowohl diploide als auch triploide
somatische Zellen aufwies. Nach heutigem Wissensstand handelt es sich hierbei

um das erste Individuum aus dem P. formosa-Komplex, das ein Mosaik aufweist.
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Die Durchflul3zytometrie hat sich auch hier als wertvolle Methode herausgestellt, da
z.B. anhand von Chromosomenanalysen ein so geringer Anteil an triploiden Zellen
wie bei dem hier beschriebenen Mosaiktier kaum zu detektieren gewesen wéare. Um
Aufschlisse Uber die Haufigkeit, evolutive Bedeutung und mdgliche Mechanismen
von Mosaikentstehung im P. formosa-Komplex zu erhalten, missen jedoch erst

weitere Individuen gefunden werden.

Mosaiktiere sind bereits in anderen Arten wie Platemys platycephala (Bickham et
al., 1985; Bickham et al., 1993), Carassius auratus langsdorfii (Murayama et al.,
1986), Phoxinus eos-neogaeus (Dawley & Goddard, 1988; Goddard & Schultz,

1993) und Lacerta unisexualis (Kupriyanova, 1989) beschrieben worden.

Die diploiden Zellen stellten bei dem P. formosa-Mosaiktier den Hauptanteil
(mindestens 83.6 %), was auch von Dawley & Goddard (1988) bei Phoxinus eos-
neogaeus beschrieben wurde. Interessanterweise nahm bei wiederholten
Messungen nach Flossenregeneration der Anteil triploider Zellen ab. Eine solche
Veranderung der relativen Zellzahlen wurde bereits von Dawley & Goddard (1988)
fur vier Individuen beschrieben, allerdings fuhrten die Autoren das Ergebnis auf
Veranderungen in der Mel3methodik zurlick. Die Erhdhung des Anteils diploider
Zellen in der Rickenflosse des P. formosa-Weibchens kdnnte darauf beruhen, daf3
die Zellteilung triploider Zellen aufgrund der 1.5 fachen DNA-Menge langsamer
vonstatten geht als die diploider Zellen. Bei der Regeneration der Ruckenflosse

wirde demnach der Anteil diploider Zellen steigen.

Auch die Keimbahn des Weibchens héatte ein Mosaik aufweisen kdnnen, was
diploiden und triploiden Nachwuchs zur Folge gehabt hatte. Die Tatsache, daR alle
20 Nachkommen diploid waren, weist darauf hin, dal das Mosaik auf die
somatischen Zellen beschrankt war. Dawley & Goddard (1988) konnten zeigen, dal3
zwei Individuen von Phoxinus eos-neogaeus, die in ihrem Schwanzflossen-Gewebe
eindeutig ein Mosaik aufwiesen, ausschlieflich triploide Erythrozyten besafRen. Da
die Determinierung der Zellen fir ein bestimmtes Gewebe erst ab der Gastrulation
stattfindet (Kimmel & Warga, 1986), kdonnen entweder alle oder aber nur einzelne

Gewebe von einem Mosaik betroffen sein.

Trotz der genannten Beispiele handelt es sich bei Mosaikbildung um ein seltenes
Ereignis. Bogart (1980) und Schultz (1979) sehen allerdings in unisexuellen
Hybriden eine potentielle Quelle fur die Entstehung von Mosaiken, da aufgrund der
ungewohnlichen Fortpflanzungsmechanismen oftmals triploide Individuen produziert

werden. Dawley & Goddard (1988) diskutieren zwei mdogliche Entstehungs-
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mechanismen fiir Mosaike in unisexuellen Hybridorganismen: (1) Genomverlust aus
einer triploiden Blastomere oder (2) Neuentstehung einer triploiden Blastomere

durch verzogerte Befruchtung.

Wenn eine tatsachlichen Befruchtung einer diploiden Oozyte durch ein haploides
Spermium zu einer triploiden Zygote gefuhrt hat, kdnnte ein Mosaik dadurch
entstehen, dal3 in den sich teilenden triploiden Zellen ein ganzer Chromosomensatz
verloren geht (,Genomverlust®). Der Anteil diploider und triploider Zellen wirde
davon bestimmt, wann dieses Ereignis in der Ontogenese auftritt. Dieser

Mechanismus wurde fir Lacerta vermutet (Darevski et al., 1986).

Die zweite Mdglichkeit sei ,verzogerte Befruchtung“. Demnach kdnnte sich ein
Mosaik bilden, wenn der Spermienkern, der in eine diploide Oozyte eindringt,
zunachst inaktiv im Zytoplasma verbleibt, bevor es zur Karyogamie kommt. Bei
Carassius auratus langsdorfii kdnnte dieser Mechanismus fur die Entstehung von
3n/4n-Mosaiken verantwortlich sein (Kobayashi, 1971). Wahrscheinlich gibt es aber
fur diese verzogerte Befruchtung nur ein kurzes Zeitfenster nach dem Eindringen
des Spermienkerns in die Oozyte: Experimentelle Arbeiten von Komar (1982) lassen
vermuten, dalR die Transformation eines Spermienkerns in einen mannlichen
Pronukleus nur eine bestimmte Zeit nach der Aktivierung der Oozyte moglich ist, da
die zur Transformation notigen Faktoren nicht langer zur Verfigung stehen
(Czolowska et al., 1984).

Je friher es bei einer triploiden Oozyte zu einem Genomverlust kommt, desto
héher wird der Anteil diploider Zellen sein (max. 50%). Wenn diese diploiden Zellen
sich dann aufgrund ihres geringeren DNA-Gehaltes schneller vermehrten als
triploide, kénnte es zu dem hohen Anteil an diploiden Zellen kommen. Diese
Vermutung wird auch durch die Beobachtung gestiitzt, dal3 der Anteil der diploiden
Zellen in der sich regenerierenden Rickenflosse von Messung zu Messung héher
wurde. Allerdings wirde eine verzdgerte Befruchtung ebenfalls zu einem hdheren
Anteil an diploiden Zellen fiihren: Die Karyogamie des Spermiums mit einer
Blastomere im 2-Zell-Stadium héatte 50 % diploide Zellen zur Folge, im 4-Zell-
Stadium 75 % und im 8 Zell-Stadium wéren es bereits 86 % diploide Zellen. Welcher
Mechanismus fir die Mosaikentstehung des P. formosa-Weibchens verantwortlich

ist, kann an dieser Stelle nicht entschieden werden.

Schartl et al. (1995b) vermuteten, dald die Wirtsmé&nnchen, die mit parasitischen P.
formosa kopulieren, ihre Kosten dadurch senken konnten, dafd sie Teile ihres
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Genoms in die asexuelle Population einbringen. Dies wurde von Beukeboom et al.
(1995) kritisiert: Das Einbringen von Genen in asexuelle Nachkommen stelle eine
Art ,Sackgasse” dar. Eine sexuelle Art kdnnte nur dann einen Vorteil aus paternaler
Introgression ziehen, wenn die eingebrachten Gene eines Tages in den sexuellen

Genpool zuriickflossen. Daflir gabe es aber bislang keine Beweise.

Sollte sich jedoch herausstellen, dal? bei dem P. formosa-Weibchen ein
Genomverlust aus einer triploiden Oozyte die Ursache fiir die Mosaikbildung war, so
mul3 angenommen werden, dall es sich um einen der ,mexicana“-
Chromosomensétze gehandelt hat, da die Nachkommen als P. formosa identifiziert
wurden. Demnach koénnten triploide P. formosa aber auch den Chromosomensatz
verlieren, der nicht durch den Wirt bereitgestellt wird — und somit ihren
Hybridcharakter. Theoretisch wirde somit z.B. ein diploider gonochoristischer P.
mexicana ,restauriert”, der phanotyisch und genotypisch nicht mehr als P. formosa
zu erkennen ist. Damit wéare das Einbringen von Genen in asexuelle P. formosa fur

den Wirt adaptiv.

4.4.5 Evolutive Bedeutung von Polyploidie

Bei der Frage nach dem Ursprung und der evolutiven Bedeutung von Polyploidie bei
unisexuellen Vertebraten stof3t man unumganglich auf die starke Relation zwischen
Hybridisierung, Eingeschlechtlichkeit und Polyploidie. Fast alle unisexuellen
Formen, die Vrijenhoek et al. (1989) erwahnen, sind vermutlich durch ein
Hybridisierungsereignis hervorgegangen und beinhalten polyploide Formen.
Darunter stellt der pentaploide Ambystoma (4) laterale-jeffersonianum den hdchsten
Ploidiegrad dar.

Dabei werden immer wieder die Vor- und Nachteile von Polyploidie diskutiert. Als
Vorteile werden (a) hthere Resistenz gegenuber Krankheitserregern (Pandian &
Koteeswaran, 1998), (b) erhohte Uberlebensraten und schnelleres Wachstum
kinstlich erzeugter triploider Hybriden (Pandian & Koteeswaran, 1998), (c) sexuelle
Mimikry (Beukeboom & Vrijenhoek, 1998), (d) lokale Adaptation (Beukeboom &
Vrijenhoek, 1998) und (e) erhdhte genetische Variabilitat (Rasch & Balsano, 1989)
angefuihrt. Dem werden Nachteile wie (a) Uberwiegende Beschrankung von
Polyploidie auf asexuelle Arten, die eine Art ,evolutive Sackgasse“ darstellen
(Schultz, 1979) und physiologische Einschrankungen aufgrund (b) eines

verringerten Oberflachen/Volumen Verhéltnisses der vergroRerten Zellen (Pandian
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& Koteeswaran, 1998), oder (c) aufgrund verringerter Zellzahlen, wie z.B.

Erythrozyten (Pandian & Koteeswaran, 1998) gegenibergestellt.

4.4.6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daf3 paternale Introgression in der
Natur sowohl in Form von ganzen Chromosomensétzen als auch in Form von
Mikrochromosomen auftritt und fester Bestandteil des Fortpflanzungsgeschehens
ist. Wie héaufig neue Klone entstehen und wie grol3 die genetische Variabilitat der
Mikrochromosomen-Trager ist, bleibt noch ungeklart. Hatten P. formosa mit
zusatzlichen Genen einen grofRen Vorteil, wirde man erwarten, dal3 sie sich sehr
schnell durch ,selective sweep” in der jeweiligen Population durchsetzen. Die
vorliegenden Ergebnisse sowie die bisherigen Daten (Balsano et al., 1989) zeigen
dies aber nicht. Die Momentaufnahmen im Februar/Méarz 1996, 1998 und 1999

bestétigen vielmehr die saisonalen Schwankungen.

In  Zukunft ist geplant, mit der in dieser Arbeit etablierten Methode der
Ploidiebestimmung die gut erforschten Habitate 28 und 29 weiterhin intensiv auf
absolutes und relatives Auftreten triploider P. formosa zu untersuchen, um die

Datenlage zu verbessern und weitere Einblicke in das Phanomen zu erhalten.

Weiterhin sollen Fundorte, an denen bisher keine triploiden P. formosa detektiert
werden konnten, mit der o.g. Methode untersucht werden, um die Faktoren
eingrenzen zu konnen, die paternale Introgression bei P. formosa auslosen. Parallel
mussen die grundlegenden Mechanismen der Oozyten/Spermien-Interaktion
spermienabhangiger Parthenogenoten beleuchtet werden, um verstehen zu kdénnen,
warum Triploidie bei P. formosa ausschliel3lich dort vorkommt, wo die Art
sympatrisch mit P. mexicana limantouri vorkommt. Sind P. mexicana limantouri-
Spermien effektiver, um die Neuentstehung von Triploiden auszulésen als Spermien
anderer Arten der Gattung Poecilia? Wie erklart sich die Tatsache, daf} triploide

Wildfange fertil sind, wéhrend solche, die im Labor entstanden sind, steril sind?

Wie asexuelle und sexuelle Poecilia-Weibchen (Balsano et al., 1989) kénnten auch
diploide und triploide P. formosa unterschiedliche Nischen besetzen und durch
Ressourcenaufteilung die Koexistenz sichern. P. formosa mit einem zuséatzlichen
mexicana-Genom koénnten z.B. besser an FluRBbereichen mit geringerer
Habitatdiversitat angepalfdt sein als diploide P. formosa. Deshalb |4t sich unter

natirlichen Bedingungen schwer nachweisen, ob die allotriploide Form der diploiden
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Uberlegen ist. In Langzeitversuchen sollen daher diploide P. formosa mit triploiden
um identische Ressourcen konkurrieren (Nahrung, Spermien), um festzustellen, ob
einer der Klone Uberlegen ist, wenn keine Einnischung maglich ist. Triploide kénnten
den diploiden aufgrund ihres zusatzlichen genetischen Materials Uberlegen sein
oder aber aufgrund von physiologischen Einschrankungen — bedingt durch héheren

DNA-Gehalt oder geringere Zellzahlen — unterlegen sein.

Zusatzlich sollen fur Wildfange die Reproduktions- und Wachsstumsraten in Bezug

auf den Ploidiegrad ermittelt werden.
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5 Triploide Mannchen Einleitung

5 Triploide mannliche Tiere in einem Mikrochromosomen-

tragenden Stamm von Poecilia formosa

5.1 Einleitung und experimentelle Fragestellung

Trotz der wahrscheinlich 100.000 Jahre wahrenden gynogenetischen Fort-
pflanzungsweise sind die Gene, die fir den ménnlichen Phanotyp verantwortlich
sind, bei P. formosa immer noch vorhanden und koénnen durch Androgene
angeschaltet werden. Diese Behandlung ist nur erfolgreich, wenn sie in einer
sensitiven Periode nahe des Zeitpunkts der Geburt geschieht. Die so behandelten
Jungfische entwickeln alle primaren (Ovotestis, Spermatozeugmata) und
sekundaren (Korperform, Kdorperfarbung, Gonopodium) méannlichen Geschlechts-
merkmale, wie sie auch die Mannchen der gonochoristischen Elternarten aufweisen.
Divergieren bestimmte Merkmale zwischen den Elternarten, so bilden die sog.
»-Hormonméannchen* eine intermediare Morphologie aus (Schartl et al., 1991). Eine
unterschiedlich stark ausgepragte ,Geschlechtsumkehr® bei P. formosa nach
Hormonbehandlung wurde auch von Haskins et al. (1960), Hamaguchi & Egami
(1980) und Turner & Steeves (1989) beobachtet.

Unter Laborbedingungen konnten aber auch spontane Verméannlichungen bei P.
formosa beobachtet werden. Auch hier waren die Veranderungen unterschiedlich
stark ausgepragt, jedoch stets geringer als bei den Hormonmannchen: Nie bildete
sich eine Hodenstruktur, und das Gonopodium war nur unvollkommen
umgewandelt. Diese spontan auftretenden vermannlichten P. formosa werden

~Pseudomannchen” genannt (Schlupp et al., 1992).

In extrem seltenen Fallen (1:10.000) konnten phéanotypische P. formosa-Mannchen
auch im Freiland beobachtet werden (Hubbs et al., 1959; Hubbs, 1964; Darnell &
Abramoff, 1968; Ddobler, pers. Mitteilung). Man nimmt an, dal3 sie das Ergebnis
physiologischer oder umweltbedingter Reize (Temperatur, pH-Wert, Chemikalien)
sind, welche die geschlechtliche Entwicklung bei der reinen Weibchenart P. formosa

umkehrt.

Der vorliegende Abschnitt dieser Arbeit beschéftigt sich im Gegensatz zu dem oben
genannten mit dem spontanen Auftreten phanotypisch mannlicher P. formosa, die in
einem bestimmten Mikrochromosomen-tragenden Stamm (Schartl et al., 1995b;
1997) im Institut fir Physiologische Chemie | der Universitat Wirzburg aufgetreten
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sind. Diese acht Mannchen wurden daraufhin untersucht, welche méannlichen
Merkmale ausgepragt waren, und inwieweit sie sich von den Mannchen der
gonochoristischen Elternarten (P. latipinna und P. mexicana) sowie von Hybriden
zwischen den beiden (Turner et al., 1980) unterschieden. Fur den Vergleich wurden
morphologische, ethologische, biochemische, zytogenetische und molekular-

genetische Methoden angewandt.

5.1.1 Primare und sekundare Geschlechtsmerkmale

Gonopodium

Bei der Familie der Poecilidae handelt es sich um ovovivipare Organismen.
Demzufolge findet eine innere Befruchtung statt (Constantz, 1989), die
phylogenetisch bei den Mannchen die Umwandlung der Analflosse zu einem
Befruchtungsorgan voraussetzte. Die als Folgewirkung mannlicher Hormone lber
einen Zeitraum von bis zu 50 Tagen stattfindenden Veranderungen kdnnen sich an
Bauch-, Brust-, Riicken- oder Schwanzflosse, der Maulregion oder dem Farbmuster
der Fische zeigen. Am eindrucksvollsten sind jedoch die Auswirkungen auf die

Analflosse, deren akzessorische Elemente sowie die Gonaden.

Von den neun die Analflosse bildenden Flossenstrahlen sind an der Umbildung zum
Gonopodium nur die Flossenstrahlen 3, 4 und 5 beteiligt (Rosen & Bailey, 1963).
Die Spitze des Gonopodiums wird ausdifferenziert, indem Anhange (L6ffel, Haken,
Klauen) gebildet werden, die neben Merkmalen wie Gonopodiumslange und

-symmetrie zur Artbestimmung herangezogen werden.

Die verschiedenen Arten der Gattung Poecilia (Abbildung 38) besitzen ein kurzes,
bilateral symmetrisches Gonopodium ohne Verdickungen und Versteifungen der
distalen Segmente und ohne Zahne am Strahl 5 (Rosen & Bailey, 1963). Kurze
Gonopodien (max. 33% der Standardlange des Fisches) weisen neben einem Loffel
stark ausgebildete Haken und Klauen auf (Rosen & Tucker, 1961; Chambers,
1987). Es wird vermutet, dal die starke Innervation des Loffels der taktilen
Orientierung bei der Kopulation dient und das Gonopodium mit den Haken und
Klauen in der Gonopore verankert wird (Chambers, 1987), um die Ubertragung der
Spermatozeugmata zu gewdhrleisten. Dabei verleihen die inneren Z&hne dem
Gonopodium die notwendige Stabilitat bei seiner Erektion: Beim Vorwartschwingen
des Gonopodiums werden die Flossenstrahlen 3-5 so gefaltet, dafl3 3 auf 5 zu liegen
kommt und sich die inneren Zahne im kollagenhaltigen Bindegewebe festhaken. Auf
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diese Weise entsteht vorubergehend eine Rinne, in der die Spermatozeugmata zur

Gonopore gleiten (Chambers, 1987).

Abbildung  38: Zum
Gonopodium umge-

bildete Analflosse (a) bei
der Gattung Poecilia im
Vergleich zu  einer
weiblichen  Analflosse

(b). Nach Ddbler, 1998.
LEMH  vanirale Doman

Suspensorium

Die zur Kopulation notwendigen Bewegungen des Gonopodiums kdénnen nur durch
das Zusammenspiel von speziellen Knochenstrukturen (Suspensorium) mit einer
stark ausgebildeten Muskulatur (Erector analis major, Erector analis minor,
Depressor analis) in verschiedenen Winkeln zur Korperachse erfolgen (Rosen &
Tucker, 1961). Dieses gonopodiale Suspensorium besteht aus drei verschiedenen
knéchernen Strukturen: (1) den Gonapophysen, (2) der Interhamalplatte und (3) den
Baseosten (Abbildung 39). Die Gonapophysen entstehen aus den Hamalstacheln 2
und 3 (manchmal auch 4), die stark vergroRRert werden und deren unteres Ende
nach vorne geneigt ist. Sie stellen die Verbindung von der Wirbelsédule zur
Interhamalplatte dar. Die Interhamalplatte wiederum wird aus den
Interh&malstacheln 2-4 gebildet und stellt die Verbindung zum Gonopodium tber die
Baseosten her. Die einzelnen Strukturen des Suspensoriums werden durch starkes

Bindegewebe zusammengehalten (Constantz, 1989).
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In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob alle oben beschrieben
Strukturen des Gonopodiums und Suspensoriums bei den P. formosa-Mannchen
ausgebildet sind und inwieweit sie sich von den Gonopodien und Suspensorien der

Hybrid-Mannchen bzw. P. mexicana-Mannchen unterscheiden.

Gonapophysen

r
Hamaistachain

Imerhamalsfachein-

Interh&malplatie

Abbildung 39: (A) Kndcherne Strukturen der Analflosse bei weiblichen Poeciliiden und (B) Umbildung
zum Suspensorium bei mannlichen Poeciliiden (nach Dobler, 1998).

Testes

Mannliche Poeciliden besitzen paarige Testes, die dorsal in der Leibeshohle
aufgehangt sind (Rosen & Bailey, 1963). Von dem grof3en zentralen Lumen gehen
radial Samenkanale ab, die Uber interstitielles Bindegewebe verbunden sind. In dem
Bindegewebe liegen Leydig-Zwischenzellen, die die vorherrschenden mannlichen
Sexualhormone produzieren. Die Samenkanale enden blind an der Wand der
Testes (= Apex). Dort liegen isolierte Spermatogonien (Stadium 1) und Sertoli-
Zellen, die sich zu Zysten vereinigen. Auf dem Weg zum zentralen Lumen
durchlaufen die Zysten die verschiedenen Stadien der Spermatogenese (primére
und sekundare Spermatozyten; Stadium 2), Spermatiden (Stadium 3) bis hin zu den
Spermatozeugmata (nicht eingekapselte Spermienbiindel), die reife Spermien
(Stadium 4) enthalten. Die verschiedenen Stadien 1-4 kdénnen anhand des
zunehmenden Kondensierungszustands des Chromatins identifiziert werden
(DeFelice & Rasch, 1969; Billard, 1984).

90



5 Triploide Mannchen Einleitung

Die Spermienbindel haben einen Durchmesser von 10-20 pm (Kuntz, 1913) und
enthalten ca. 4000 — 5500 Spermien (Kallman, 1975), deren Képfe in der Peripherie
liegen. Die Spermienschwénze ragen ins Lumen der Spermatozeugmata (Rosen &
Bailey, 1963). Die Spermienbindel gelangen Uber das zentrale Lumen zum
Gonodukt des Mannchens und werden bei der Kopulation mit Hilfe des
Gonopodiums Ubertragen. Sekrete im Gonodukt des Weibchens setzten die
Viskositat der die Spermatozeugmata umgebenden Hulle soweit herab (Chambers,
1987), daf diese innerhalb von 10-15 Minuten aufbrechen (Kadow, 1954) und die

Spermien freisetzen.

Anhand von histologischen Analysen sollte Uberprift werden, ob es sich bei den
Gonaden der P. formosa-Mannchen tatsachlich um Testisgewebe handelt und

inwieweit die Spermatogenese ablauft.

Spermien

Die Spermien der Poeciliden haben einen lanzenartigen Kopf, ein Mittelstiick mit
groRBem Glykogenspeicher (Billard, 1986) und einen langen begeil3elten Schwanz
(Kuntz, 1913). Im Vergleich zu Spermien anderer Fische ist deren Motilitatsdauer
durch den hohen Glykogenspeicher deutlich verlangert. Monaco et al. (1981)
fanden, daf das Verhaltnis reifer Gameten zu den anderen Stadien unabhéngig von
der Standardlange oder der Dominanz eines Mannchens ist. Allerdings zeigen
Méannchen, die von Weibchen isoliert gehalten wurden, eine Anhaufung reifer
Spermien. Die Isolation der M&nnchen uber mehrere Tage sollte es daher
ermoglichen, von einzelnen P. formosa-Mannchen Spermien zu gewinnen und diese

auf Morphologie, Motilitat und DNA-Gehalt zu untersuchen.

5.1.2 Meiotische Chromosomen der ménnlichen Keimbahn

In der Meiose laufen spezielle Zellteilungen ab, die die Ausbildung reduzierter
Gameten zum Ziel haben. Obwohl einige Arten spezifische Modifikationen
aufweisen (siehe Kapitel 1), folgt die Uberwiegende Zahl dem gleichen
Grundmuster: Replikation von DNA in der prameiotischen S-Phase, Paarung von
homologen Chromosomen (Synapsis) und Crossing-over in der Prophase der

Meiose |, zuféllige Verteilung von homologen Chromosomen in der Anaphase I,
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sowie Segregation von Schwester-Chromatiden in der Anaphase 1l (Abbildung 40).

Die meisten Vorgange stehen unter genetischer Kontrolle (Baker et al., 1976).

Die Ausbildung von Bivalenten der homologen Chromosomen wird in der Prophase
der ersten Reifeteilung durch den sog. ,synaptonemalen Komplex“ (SC) vermittelt,
der erstmals von Moses (1956) und Fawcett (1956) in den Spermatozyten von
Arthropoden und Wirbeltieren beschrieben wurde. Diese Proteinstruktur besteht aus
zwei Lateralelementen und einem dazwischen liegenden Zentralelement. Die
lateralen Elemente werden im Leptotdn, dem ersten Stadium der Prophase I, von
den sich kondensierenden, homologen Chromosomen noch vor ihrer Paarung
ausgebildet. Wahrend des spaten Zygotans beginnt mit der Ausbildung des SC die
Paarung der Homologen und ist zu Beginn des Pachytéans abgeschlossen. Das
Pachytan ist ein besonders lang dauerndes Stadium der meiotischen Prophase |,
wahrenddessen auch der Austausch chromosomaler Abschnitte der Homologen
durch Crossing-over stattfindet. Wahrend im Diplotan die Struktureinheit der SC
aufgelost wird und das Zentralelement nicht mehr erkennbar ist, bleiben die
lateralen Elemente der Chromosomen noch einige Zeit erhalten. Die
Paarungsverbande bleiben aufgrund der Chiasmata noch erhalten, und es findet
eine starke Vermehrung des Zytoplasmas statt, ohne daf} wie sonst eine Zellteilung
ausgelost wirde. Diese Phase hoher physiologischer Aktivitat entspricht dem
Lampenbirstenstadium im Oozytenkern. Das Diplotan ist das langste Stadium der
meiotischen Prophase I. In der Diakinese gelangen die Chiasmata nach distal, so
daR die Chromosomen nur noch in der Telomerregion verbunden sind und als
ringformige Strukturen im Mikroskop erkannt werden kénnen. Der Diakinese schlief3t
sich unmittelbar die Metaphase | an. Die beschriebenen Vorgénge laufen in den
primaren Spermatozyten ab. Per definitionem werden die Zellen nach der

Reduktionsteilung als sekundére Spermatozyten bezeichnet.
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Abbildung 40: Darstellung der drei Abschnitte der Spermatogenese. Mitotische Vermehrung der
Stammzellen, Meiose | mit Paarung der Chromosomen und Rekombination, Spermiogenese (nach
Krawetz et al., 1999).

Da es sich bei P. formosa um einen unisexuellen Organismus mit asexueller
Fortpflanzung handelt, der apomiktisch unreduzierte Eizellen herstellt, stellt sich die
Frage, ob und inwieweit Meiose in den oben genannten phanotypischen Méannchen
stattfindet. Die Ergebnisse sollen anschlieBend mit den Ergebnissen bei Hybrid-

Mannchen und Mannchen der Elternarten verglichen werden.

5.1.3 Sexualverhalten

Der Fortpflanzungserfolg eines Individuums ist nicht nur davon abh&ngig, ob es
sexuelle Verhaltensweisen zeigt, sondern auch auf welchen Partner sich diese

Verhaltensweisen richten (Adkins-Regan et al., 1997).

Durch ihr Wirken auf das neuronale System (Gerall & Givon, 1992) beeinflussen die
Sexualhormone, die wahrend der frihen Entwicklung eines Individuums vorhanden
sind, stark das Kopulationsverhalten eines Individuums (=organisierende Funktion
der Sexualhormone). Schlupp et al. (1992) konnten nachweisen, dal3 kinstlich mit
Testosteron vermannlichte P. formosa-Weibchen (,Hormonmannchen") die gleichen

sexuellen Verhaltensweisen zeigten wie die Mannchen der sexuellen Elternarten.

Neuere Studien an gynogenetischen Goldfischen (Carassius auratus langsdorfii,
Kobayashi & Nakanishi, 1999) weisen darauf hin, daf} im Gegensatz zu Saugern
das Gehirn von Knochenfischen nicht organisierend auf ein Geschlecht gepréagt wird
(,sexual bipotentiality of the brain®), sondern dafl mannliches Sexualverhalten auch
im adulten Zustand durch Hormone hervorgerufen werden kann (=aktivierende

Funktion der Sexualhormone).
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Organisierende und aktivierende Effekte von Sexualhormonen verursachen also das
unterschiedliche Wahl- und Paarungsverhalten von Mannchen und Weibchen.
Deshalb sollte untersucht werden, ob die P. formosa-Mannchen in standardisierten
Wahlversuchen die gleichen Bevorzugungen gegeniber Weibchen und Mannchen
ihres  Fortpflanzungskomplexes zeigen wie die Hybrid-Mannchen. Neben
Wahlversuchen, in denen die Mannchen nur nach optischen Merkmalen wahlen
konnten, sollten die Mannchen in sog. ,Vollkontaktversuchen“ getestet werden, bei
denen aufRer optischer auch chemische Information aufgenommen werden kann.
Dies geschieht besonders beim ,Nippen“ des Mannchens an der Genitalpore des
Weibchens (Parzefall, 1969).

5.1.4 Fertilitat

Durch die Verpaarungen mit P. formosa-Weibchen und P. mexicana-Weibchen
sollite die Fertilitdt der P. formosa-Mannchen Uberpruft werden. Falls Jungtiere aus
diesen Verpaarungen hervorgehen sollten, liel3e sich aus deren Ploidiegrad sowie
deren genetischem Hintergrund durch einen DNA-Fingerprint auf die Art der

Fortpflanzung Rickschlisse ziehen sowie evtl. paternale Introgression nachweisen.
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5.2 Material und Methoden

5.2.1 Fische

Die P. formosa-Mannchen entstanden alle in einem bestimmten Laborstamm
diploider Tiere, deren Karyotyp mehrere (1-3) Mikrochromosomen aufweist (Schartl
et al.,, 1995b; 1997; siehe auch Kapitel 3). Diese gefleckten Weibchen werden
normalerweise mit einem Mannchen angepaart, das die Wildtyp-Farbung aufweist
z.B. P. mexicana oder Liberty Molly (Schréder, 1964), um eventuelle paternale
Introgressionen phanotypisch detektieren zu kénnen. Da das zweite und dritte
Mikrochromosom nicht stabil vererbt wird, sind in jedem Wurf etwa 30% der Tiere
ungefleckt. Diese werden nach ca. 6 Monaten aus dem Stamm aussortiert. Die P.
formosa-Mannchen sind demzufolge mit gefleckten und ungefleckten Schwestern

aufgewachsen.

Zum Vergleich wurden Mannchen gonochoristischer Arten (P. mexicana- und P.
latipinna) herangezogen. Da es sich bei P. formosa urspriinglich um eine Hybridart
handelt, dienten auch Hybrid-M&nnchen (P. latipinna F.O. 38 x P. mexicana F.O.
38) als Vergleichsgruppe (Abbildung 41). Alle entstandenen Hybride (Mannchen und
Weibchen, N = 30) wiesen die Wildtyp-Pigmentierung auf. Sie verpaarten sich
innerhalb des Stammbeckens und produzierten Nachwuchs beiderlei Geschlechts,
ohne dal die trachtigen Weibchen isoliert oder die Nachkommen einzeln registriert

wurden.

Abbildung 41: Hybrid-Ménnchen
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5.2.2 Fertilitat

Die Mannchen wurden mit gynogenetischen (P. formosa gefleckt und ungefleckt)
und sexuellen Weibchen (P. mexicana) angepaart. Alle diese Weibchen waren
jungfréulich, um Spermienspeicherung auszuschlie3en. Tréachtige Weibchen wurden
bis zur Geburt isoliert, und jeder Wurf separat aufgezogen, so daf} eine Zuordnung
der Jungen zu Mutter und Vater gegeben war. Ging nach 12-17 Monaten aus einer
Verpaarung kein Nachwuchs hervor, wurde der Versuch als nicht erfolgreich
abgeschlossen. Diese Weibchen wurden dann mit Mannchen einer
gonochoristischen Art verpaart, um festzustellen, ob das Ausbleiben von
Nachwuchs auf Sterilitat der Weibchen zurtickzufiihren war. Dies konnte jedoch in

allen Fallen ausgeschlossen werden.

5.2.3 Morphologie

Habitus

Der Habitus aller entstandenen P. formosa Mannchen wurde fotografisch

dokumentiert.

Gonopodium und Suspensorium

Die kndchernen Strukturen des Suspensoriums und Gonopodiums werden mit Hilfe
der Dawson-Technik dargestellt. Diese Methode basiert auf der Mazeration des
Gewebes mit KOH, Anfarben der Knochen mit Alizarinrot, sowie dem Ersetzen der

Korperflussigkeiten durch Glycerin (Aufklaren).

Das in 4% Formaldehyd/Fisch-PBS fixierte Gewebe wird zweimal 15 min gewassert
und anschlieend in 0.3 % Alizarinrot in 3 % KOH uberfihrt. Darin wird das Gewebe
so lange belassen, bis die Knochen eine intensiv rote Farbe angenommen haben
und gut durch das Gewebe zu sehen sind. Ist das Alizarinrot vorzeitig aus der
Losung aufgebraucht, wird diese erneuert. AnschlieBend wird das Gewebe
steigenden Konzentrationen von Glycerin ausgesetzt und zuletzt in reinem Glycerin
aufbewahrt. Die Strukturen des komplexen Inseminationsapparates wurden unter
einem Mikroskop (Stemi SV 11, Zeiss) fotografisch festgehalten und auf folgende

Merkmale untersucht:

96



5 Triploide Mannchen Material & Methoden

Gonopodium:
= Ausbhildung eines Loffels
= Ausbhildung einer Klaue am Ende des Analflossenstrahls 5p
= Anzahl der inneren Zéahne des Analflossenstrahls 4p
= Ausrichtung des Endes des Analflossenstrahls 4p
= Ausbildung eines Hakens am Ende des Analflossenstrahls 3

= Ausbhildung von ventralen Dornen und dorsalen Zahnen am

Analflossenstrahl 3

= Lange des Analflossenstrahls 6

Suspensorium:
= Ausbildung von Gonapophysen

= Ausbildung der Interhamalplatte

5.2.4 Sexualverhalten

Optische Wahlversuche

Das Versuchsbecken aus Plexiglas ist bis auf die Frontwand mit schwarzer Folie
beklebt und wurde mittels zweier durchsichtiger Plexiglasscheiben in drei Bereiche
unterteilt: Die Lange des mittleren Beckens betrdgt 41.5 cm, die der beiden
Seitenbecken jeweils 14 cm. Das mittlere Becken ist fir den Beobachter durch
aufgezeichnete Linien nochmals in 3 annahernd gleich grof3e Bereiche eingeteilt
(Abbildung 42). Das Versuchsbecken ist 16 cm tief und 28 cm hoch und faf3t ca. 18lI.
Der Versuchsaufbau wird von einer handelsiblichen Aquarienlampe beleuchtet, die
direkt auf dem Becken liegt. Die Versuche sollten in einem abgedunkelten
Beobachtungsraum durchgefiihrt werden, so dafl} der Beobachter fur die Fische
mdglichst nicht wahrzunehmen ist. Die Versuchstiere werden min. 24 h vor
Versuchsbeginn von den Weibchen isoliert. Dadurch erhéht sich die Motivation der

Tiere, Sexualverhalten zu zeigen (Franck, 1975).
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Stimulus 1 Fokus Stimulus 2

14 cm " 135cm " sem " 135cm o 14.cm

Abbildung 42: Versuchsaufbau des standardisierten optischen Wahlversuchs

Fur die optischen Wahlversuche wurden zwei Stimulustiere gleicher GréRe (+ 2mm)
jeweils in zufalliger Anordnung in die auf3eren Abteile gesetzt. Dann wird das zu
testende Mannchen in einen Plexiglaszylinder gesetzt, der sich zentral stehend in
dem mittleren Becken befindet. Nach 5 minltiger Eingewdhnungszeit wird der
Zylinder herausgezogen, so daf3 sich das Mannchen frei im mittleren Becken
bewegen kann. In der darauffolgenden 5 minitigen Beobachtungsphase wird die
Zeit registriert, die sich das Mannchen in dem linken bzw. rechten Bereich des
mittleren Beckens aufhélt. Die Zeit, die das Mannchen links verbrachte, wird hierbei
als Wabhl fur das Stimulustier im linken Abteil angesehen, die Zeit, die es im rechten
Bereich verbringt, als Wahlzeit fir das rechte Stimulustier (Kondric-Brown 1989;
Dobler et al., 1997; Schlupp et al., 1991). Die beiden auf3eren Bereiche des
mittleren Beckens werden daher als Wahlzonen, der mittlere Bereich als neutrale
Zone bezeichnet. Jeder Versuch wird mit vertauschten Stimulustieren wiederholt,
um Seitenpréferenzen einzelner Tiere auszuschlieRen. Fir beide Stimulustiere
werden dann jeweils die Zeiten addiert, die das Mannchen wahrend der beiden
Versuchsteile in ihrer Néhe verbrachte. Fur jeden Versuch missen andere
Stimuluspaare gewdahlt werden, so dald eine individuelle Bevorzugung eines

bestimmten Stimulustieres ausgeschlossen werden kann.

Wenn sich ein Mannchen > 80 % des Beobachtungszeitraumes (in beiden
aufeinanderfolgenden Versuchsteilen mit ausgetauschten Stimulustieren) in einer
der beiden Wahlzonen aufhélt, wird davon ausgegangen, dall es eine
Seitenpréaferenz besitzt. Dieser Versuch wird von der Wertung ausgeschlossen.
Ebenfalls ausgeschlossen werden Versuche, in denen das Mannchen weniger als
66 % der Beobachtungszeit in den Wahlzonen verbringt, da es sich — statistisch
gesehen — bereits bei gleichmaligem Umherschwimmen je 33 % der Zeit in jeder

der beiden Wahlzonen aufhalten muifRte. Tut es dies nicht, so muf3 davon
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ausgegangen werden, dal3 das Testtier nicht motiviert ist, zwischen den beiden
Stimulustieren zu wahlen. Aufgrund der geringen Anzahl an P. formosa-Mannchen
wurden die ungultigen Versuche am nadchsten Tag mit neuen Stimulustieren

wiederholt.

In den optischen Wahlversuchen konnten die P. formosa-Mannchen zwischen
folgenden Kombinationen wahlen, wobei die Reihenfolge aller Versuche nach dem

Zufallsprinzip bestimmt wurde:

P. formosa -Weibchen - P. mexicana-Weibchen
P. formosa -Weibchen - P. latipinna-Weibchen
P. mexicana- Weibchen - P. latipinna-Weibchen
P. mexicana -Weibchen - P. mexicana-Mannchen

P. formosa -Weibchen gefleckt

P. formosa-Weibchen ungefleckt

Die Hybrid-M&nnchen hatten zusatzlich zu diesen Kombinationen noch die Wabhl

zwischen:
P. latipinna-Weibchen - P. latipinna-Mannchen
P. formosa-Weibchen - Hybrid-Weibchen
P. mexicana-Weibchen - Hybrid-Weibchen
P. latipinna-Weibchen - Hybrid-Weibchen

Wahlversuche im Vollkontakt

Zuséatzlich zu den standardisierten optischen Wahlversuchen wurden die zuvor
isolierten P. formosa-Mannchen jeweils mit zwei nicht-rezeptiven Weibchen in
einem 18 | Becken (41,5 x 28 x 16 cm) getestet. Dazu werden die beiden
Stimulusweibchen gleicher Gréf3e (+ 2mm) in das Becken gesetzt, das Mannchen
wird in einem durchsichtigen ,Ablaich-Kastchen“ aus Plexiglas fur eine
Eingewdhnungszeit von 10 min dazugesetzt. Anschlielend wird das Méannchen
vorsichtig aus dem Ablaich-Kastchen befreit und seine Interaktionen mit den beiden
Stimulusweibchen nach der Fokustier-Methode (Altmann, 1974) fur 10 min
protokolliert. Dabei wurden die Verhaltensweisen ,Folgen“, ,Nippen*, ,Balz“ und

.Kopulation* bzw. ,Kopulationsversuch* (Parzefall, 1969) festgehalten. Da P.
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latipinna-M&annchen ein ausgepréagtes Balzverhalten zeigen, P. mexicana-M&nnchen
jedoch nicht (Parzefall, 1969), wurde registriert ob und in wieweit Balzverhalten bei

den P. formosa- bzw. den Hybrid-Mannchen auftrat.

Abbildung 43: Graphische Darstellung der
festgehaltenen Verhaltensweisen ,Folgen®,
.Nippen* und .Kopulieren“ bzw.
.Kopulationsversuch“.  Veradndert nach
Schlupp et al. (1991).

Im Vollkontakt konnten die P. formosa-Mannchen zwischen folgenden Stimuli

wahlen:
P. formosa-Weibchen - P. mexicana-Weibchen
P. formosa-Weibchen - P. latipinna-Weibchen
P. mexicana-Weibchen - P. latipinna-Weibchen

P. formosa-Weibchen gefleckt

P. formosa-Weibchen ungefleckt

Die Hybrid-Mannchen sollten zusatzlich noch zwischen den folgenden

Stimuluspaaren wahlen:
P. mexicana-Weibchen - Hybrid-Weibchen

P. latipinna-Weibchen - Hybrid-Weibchen

Das Stimuluspaar P. formosa — Hybrid-Weibchen konnte im Vollkontakt nicht
getestet werden werden, da die Hybrid-Weibchen fiir den Experimentator optisch

nicht von den P. formosa-Weibchen zu unterscheiden waren. Die einzelnen
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Versuche wurden mit einem Wilcoxon-Test fir gepaarte Daten ausgewertet. Alle p-
Werte sind zweiseitig. Um die Verhaltensweisen von P. formosa-Mannchen und
Hybrid-Mannchen vergleichen zu kénnen, wurden die einzelnen Aufenthaltszeiten (t)
bzw. die Haufigkeiten einer Verhaltensweise (Folgen, Nippen, Kopulation) durch

Subtraktion zueinander in Verhaltnis gesetzt:

(tl - tg) P.f. I’y (tA - tB) Hyb |

wobei t; die Aufenthaltszeit des P. formosa-Mannchens X bzw. des Hybrid-
Mannchens X vor Stimulus 1 ist und t, die Aufenthaltszeit vor Stimulus 2. Dadurch
konnten die beiden Gruppen anschlieRend mit dem Mann-Whitney-U-Test fir

unabhangige Daten verglichen werden.

5.2.5 Bestimmung des DNA-Gehalts mittels DurchfluRzytometrie

Der DNA-Gehalt der somatischen Zellen wurde bestimmt wie unter 4.2.3

beschrieben.

5.2.6 Pré&paration von Mitose-Chromosomen aus Fischorganen

Die Praparation von Mitose-Chromosomen erfolgte wie unter 4.2.4 beschrieben.

5.2.7 Isolierung hochmolekularer DNA

Die DNA-Extraktion aus gefrorenem Gewebe und deren Konzentrations-

bestimmung wurde wie unter 4.2.5 beschrieben durchgefihrt.

5.2.8 Praparation des synaptonemalen Komplexes

Dem auf Eis betdubten und anschliel3end dekapitierten Fisch wird vorsichtig ventral
der Bauchraum getffnet, die Gonaden entnommen und in 1 x Fisch-PBS
(Phosphate-buffered saline) auf Eis gelegt. Handelte es sich um Testisgewebes, so
wurde ein Teil davon in frische eiskalte 1 x Fisch-PBS ubertragen und mit der

Schere zerkleinert. Nachdem sich die groben Gewebeteile abgesetzt haben, wird
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der Uberstand 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Bei der geringen Geschwindigkeit
sedimentieren  hauptséchlich  die diploiden  Geschlechtszellen (primére
Spermatozyten), haploide Zellen (sekunddre Spermatozyten) und reife Spermien
verbleiben im Uberstand. Das Pellet wird anschlieRend in einer kleinen Menge

eiskalter 1 x Fisch-PBS resuspendiert, so dal3 eine milchige Zellsuspension

entsteht.
1 x Fisch-PBS: 100 mM NaCl
2 mM KCI
6 mM Na,HPO,
1 mM KH,PO,
pH 7.4

Fur die lichtmikroskopische Analyse wird mit einer Pasteurpipette 1 Tropfen 0.15 M
Saccharose (pH 8.4) auf einen sauberen Objekttrager gegeben, auf den vorsichtig
ein Tropfen der Zellsuspension aufgebracht wird. Nach 10 mindtiger Inkubationszeit
in einer Feuchtekammer wird das Material mit 5-8 Tropfen Fixativ (pH 8.2)
Uberschichtet und 45-60 min in der feuchten Kammer fixiert. AnschlieRend werden
die Objekttrager 1 min in Fotoflo (pH 8.2, Kodak) gespilt und luftgetrocknet. Die
Praparate konnen im Phasenkontrast kontrolliert werden. Bei der Praparation erhalt
man hauptsachlich Zellen im Pachytan, da es sich dabei um ein besonders lang

dauerndes Stadium der Prophase | handelt.

Fixativ: 0.1 M Saccharose
4% Para-Formaldehyd
in H,O auf 60-70°C erhitzen
Zugabe von 1 N NaOH, bis Lésung sich klart
Abkuhlen auf RT
0.1g Triton-Xiphophorus
pH 8.2 mit 0.01 M Borat-Puffer (Merck, pH 9.22)

(bis zu 12 Wochen verwendbar)
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Saccharose: 0.15 M Saccharose Fotoflo: 0.5% Fotoflo
pH 8.4 mit Borsaure pH 8.2 mit Borat-
(200 mM) Puffer (0.01 M)

(Merck, pH 9.22)

(immer frisch

(4-6 Wo verwendbar)

ansetzen)

Zur Auswertung im Transmissions-Elektronenmikroskop wurden die Objekttrager mit
1% Optilux / Chloroform (w/v) beschichtet und die Beschichtung mit Nagellack

fixiert, bevor die Zellen wie oben beschrieben prapariert werden konnten.

Optilux: 1 g zerkleinerte Zellkulturschale
in 100 ml Chloroform lésen

filtrieren

Die Farbung des Proteinkomplexes erfolgt auf einer Heizplatte bei 50°C. Auf den
angewarmten Objekttrager werden mittig 6 Tropfen 2 %ige Gelatine als Entwickler
und 3 Tropfen 50%iges Silbernitrat aufgetropft. Das Deckglas soll mdoglichst
luftblasenfrei aufgebracht werden. Bei leichtem Schwenken soll das Praparat farben
bis es dunkelbraun ist und sich kleine Blaschen bilden. Daraufhin wird das Deckglas

abgestreift, das Praparat griindlich in warmen Aqua dest. gespult und luftgetrocknet.

Gelatine; 2% Gelatine Silbernitrat: 50% AgNO;
1% Ameisensaure

bei ca. 80°C losen

Nach erfolgter Farbung kénnen die Strukturen des synaptonemalen Komplexes
sofort im Lichtmikroskop bei einer VergroRerung von 1000x analysiert werden. Fir
die Transmissions-Elektronenmikroskopie mufd die Optilux-Beschichtung mit den
darauf praparierten synaptonemalen Komplexen abgeldst werden. Dazu wird die
Folie mit einer Rasierklinge entlang des Nagellacks geschnitten und der
Objekttrager in Aqua dest. getaucht. Infolge der Oberflachenspannung schwimmt

die Beschichtung auf. Dort wird sie moglichst flachendeckend mit EM-Netzchen
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belegt, mit Hilfe von Parafilm aus dem Wasser geholt und getrocknet. Auf den EM-
Netzchen werden die Praparate ins Elektronen-Mikroskop eingeschleust und bei
VergroRerungen von 1250x (Ubersicht) — 6300x (Detail) bei 60 — 80 kV fotografiert.

5.2.9 Praparation von Meiose-Chromosomen aus Testisgewebe

Die Praparation der meiotischen Chromosomen erfolgte im Wesentlichen nach der
Methode von Evans et al. (1964), allerdings mit einigen Abwandlungen. Ein Teil der
Testes bzw. die groben Gewebeteile, die bei der Praparation des synaptonemalen
Komplexes nicht bendtigt werden, werden fur 45 min einer hypotonen Behandlung
(46 mM KCI) unterzogen und anschlieBend in frischem eiskalten Carnoy’s Fixativ
Uber Nacht bei 4°C fixiert.

Die Gewebestiicke werden auf einer Heizplatte bei 42°C in 50% Essigsaure mit
einem Skalpell zerkleinert und so lange mit einer silikonisierten Pipette auf- und
abpipettiert, bis eine milchige Suspension entsteht. Diese wird mit Hilfe der Pipette
auf dem Objekttrager verteilt. Dabei werden Uberwiegend Chromosomen im
Diplotéan und in der Diakinese erhalten. Nach dem Trocknen der Praparate wurden
die Meiose-Chromosomen einer herkébmmlichen Giemsa-Farbung unterzogen und

anschliel3end im Lichtmikroskop analysiert.

5.2.10 Gewinnen von Spermien

Nach 48-stundiger Isolation wurde das Mannchen anasthesiert und in einem
feuchten Tuch unter einem Stereo-Mikroskop (Stemi SV 11, Zeiss) plaziert. Zur
Gewinnung von Spermien mufd das Gonopodium ein- bis zweimal komplett nach
cranial umgeklappt werden. Erst dann wird der Fisch vorsichtig mit zwei stumpfen,
abgerundeten Glasstaben beidseitig vom Vorderbauch in Richtung Gonopore
ausgestrichen. Die austretenden Spermienbindel (Spermatozeugmata) werden
dann mit einer feinen Glaspipette aufgenommen und fixiert — entweder zur
durchflul3zytometrischen Messung in 70% Ethanol oder flr zytogenetische Analysen

in Fixativ (Methanol : Essigsaure, 3: 1, v : V).

5.2.11 Multilocus DNA-Fingerprints

DNA-Fingerprints wurden angefertigt wie unter 4.2.6 beschrieben.
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5.2.12 Histologie der Gonaden

Fixierung des Gewebes

Das freipraparierte Testisgewebe wurde in 4% Formaldehyd-Losung in Fisch-PBS
bei RT ca. 2 Tage fixiert, bevor es zur Herstellung von Paraffinschnitten benutzt
werden konnte. Die Gewebsschnitte und HE-Farbung der Praparate wurde von R.
Wacker am Lehrstuhl fir Physiologische Chemie | der Universitat Wirzburg

durchgefuhrt.

Herstellung von Paraffinschnitten

Zunachst wird das Gewebe in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 90%,
100%) dehydriert und nach einigen Stunden in absolutem Alkohol in Chloroform
aquilibriert. AnschlieRend wird das Gewebe bei 60°C in Paraffin eingelegt und nach

mehrmaligem Tauschen des Paraffins schlielich in einen Paraffinblock eingebettet.

Der bei RT ausgehartete Paraffinblock wird nun in ein Mikrotom eingespannt und
Schnitte einer Dicke von ca. 2-3 um hergestellt. Die Schnitte werden mit einem
Pinsel abgenommen und auf 45°C warmem Wasser schwimmend gestreckt, bevor
sie auf einen Objekttrager aufgebracht werden. Das Trocknen erfolgt im Warmeofen
bei 45-50°C fur min. 30 Minuten.

Hamatoxilin-Eosin (HE) Farbung

Zur Farbung werden die Gewebsschnitte entparaffiniert, indem sie einmal 3 — 4 min
in angewarmtem Xylol und zweimal mit Xylol bei RT behandelt und anschlieRend
Uber eine absteigende Alkoholreihe in Wasser Uberfuhrt werden. Nach 5 minitigem
Farben in Cole’s Hamatoxilin-Lésung werden die Objekttrager kurz in Aqua dest.
getaucht und anschlieend 10 — 15 min in warmen Leitungswasser (leicht alkalisch)
geblaut. Fur die Gegenfarbung werden die Schnitte 3 min in 0.1 % walriger Eosin
Y-LOsung (Sigma) gefarbt. Hamatoxilin fihrt zu einer dunkelvioletten Kernfarbung,
wahrend Eosin das Zytoplasma rotviolett erscheinen lalt. Nach ausgiebigem Spilen
in Leitungswasser werden die gefarbten Gewebsschnitte Uber eine aufsteigende
Alkoholreihe in Xylol tberfuhrt. Nach mehrmaligem Tauschen des Xylols kdnnen die

Préaparate dauerhaft in Rotihistokitt (Roth) eingedeckt werden.
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5.3 Ergebnisse

5.3.1 Habitus

Die entstandenen P. formosa-Mannchen wiesen — bis auf Mannchen 4 (Abbildung
44b) - alle ein Fleckenmuster auf (Abbildung 44a, c-f), allerdings in unterschiedlicher
Auspragung und deutlich geringer als die uUbrigen Individuen der Population
(Abbildung 44h). Die typischen mannlichen Kdrperproportionen waren bei allen P.
formosa-Mannchen ausgepragt, wahrend die gelbe Flossenfarbung (Parzefall,
1969) nur bei Mannchen 4 und 7 (Abbildung 44b und e) stark ausgepragt war. In 5
von 6 Fallen stammte das dritte Genom von einem Liberty Molly-Mannchen
(Abbildung 44q9).

Abbildung 44: Habitus der P. formosa-Mannchen 3-8 (a-f) im Vergleich zu einem typischen gefleckten
Weibchen der selben Population (h). Liberty Molly-Mé&nnchen (g).
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5.3.2 DNA-Gehalt

Anhand von durchflu3zytometrischen Messungen an Riickenflossenmaterial wurde
festgestellt, da’ alle P. formosa, die sich zu Mannchen entwickelt hatten, triploid
waren (Abbildung 45, Tabelle 5). Der durchschnittiche DNA-Gehalt der 6
analysierten P. formosa-Mannchen betrug 2.95 + 0.09 pg/Nukleus bei Streuung um
den Mittelwert (CV) von 1.71 — 3.92 % (Tabelle 5).
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Abbildung 45: DurchfluBzytometrische Messung von (A) Ruckenflossenmaterial und (B) Spermien
eines P. formosa-Mannchens. Der DNA-Gehalt ist direkt proportional zu der Intensitat des
Fluoreszenz-Signals, die bestimmten Kanalen zugeordnet wird. Aus der Lage des Peaks laf3t sich der
triploide somatische Status der P. formosa-Mannchen ableiten. a = somatische Zellen der

Ruckenflosse, b = Hihner-Erythrozyten, ¢ = kultivierte Zellen einer diploiden Zellinie, d = Spermien.

Spermien konnten von den P. formosa-Mannchen 3, 4, 5 und 7 gewonnen werden.
Die Spermien zeigten normale Morphologie (Abbildung 46) und Motilitdt im
Vergleich zu jenen von P. mexicana-Mannchen. Die durchflu3zytometrischen
Messungen des nukledren DNA-Gehalts von Spermien ergaben bei P. formosa-
Mannchen (N = 4) sehr breite Peaks (CV% 9.09-24.32), die einem DNA-Gehalt von
1.05-1.25 pg/Nukleus (& 1.18 + 0.08 pg/Nukleus) entsprechen (Abbildung 47 und
Tabelle 5).
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Tabelle 5: Tabellarische Darstellung der durchflulzytometrischen Messungen des DNA-Gehaltes
somatischer Zellen und Spermien der P. formosa-Mannchen 3 bis 8. ,Ratio" gibt das Verhéltnis
zwischen dem MeRpeak von P. formosa zum Standardpeak von Gallus gallus an. Multipliziert man
diesen Wert mit dem bekannten Wert des DNA-Gehalts vom Huhn (2.5 pg/Nukleus) so erhalt man den
DNA-Gehalt der Probe. CV% gibt die Standardabweichung vom Mittel (coefficient of variation) in

Prozent an.
Somazellen F. Spermien
P. formosa & DNA- DNA-
Ratio Gehalt [pg] CV% Ratio Gehalt [pg] CV%
3 1.22 3.05 254 Vv (4) 0.47 1.18 24.32
4 1.12 2.80 1.82 - 0.50 1.25 19.23
5 1.22 3.05 3.33 v (56) 0.49 1.23 23.21
6 1.14 2.85 2.63 - - - -
7 1.19 2.98 3.92 v (33) 042 1.05 9.09
8 1.18 2.95 1.71 - - - -
1.18 2,95 266 4.43 047 1.18 18.96
? +0.04 +0.09 +0.78 +2.36 +0.03 + 0.08 +6.00
a

Abbildung 46: Transmissions-elektronenmikroskopische Aufnahme einer reifen Spermienzelle von (a)

P. formosa-Méannchen 5 und (b) einem P. mexicana-Mannchen (3150 x, 80 kV).

Im Vergleich dazu zeigten die 6 Hybrid-M&nnchen einen diploiden nukledren DNA-
Gehalt von durchschnittlich 2.09 + 0.02 pg (Abbildung 47 und Tabelle 6). Die
durchfluBzytometrische Messung der Spermien ergab sehr schmale Peaks mit
einem CV% von 2.94-4.84. Der DNA-Gehalt lag bei 0.82 + 0.04 pg/Nukleus.
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Abbildung 47: DurchfluBzytometrische Messung an (A) Rickenflossenmaterial und (B) Spermien eines

Hybrid-Mannchens. a = somatische Zellen der Riickenflosse, b = Hiihner-Erythrozyten, d = Spermien

Tabelle 6: Tabellarische Darstellung der durchflulRzytometrischen Messungen des DNA-Gehaltes

somatischer Zellen und Spermien von Hybrid-M&nnchen 1 bis 6.

Somazellen Spermien

Hybrid-d  Ratio DNA-Gehalt CV% Fi Ratio DNA-Gehalt CV%

[0al [pg]

1 0.84 2.10 4.02 v 0.35 0.88 4.17
2 0.83 2.08 2.47 v 0.34 0.85 4.17
3 0.84 2.10 2.44 v 0.32 0.80 4.69
4 0.84 2.10 3.01 v 0.31 0.78 4.84
5 0.82 2.05 3.66 v 0.33 0.83 2.94
6 0.85 2.13 2.41 v 0.30 0.75 6.90
%) 0.84 2.09 3.00 0.33 0.82 4.62

+0.02  +0.02  +0.64 +0.02 +0.04  +1.19
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Dies entspricht etwa 80 % des erwarteten haploiden Wertes von 1.05 pg/Nukleus.
Man kann dies wahrscheinlich darauf zurtickfiihren, daf3 die DNA in den Spermien-
Kernen sehr kompakt ist und sich deshalb schlechter anfarben Iaf3t. Die Spermien
der P. formosa-Mannchen hingegen zeigen Werte, die im Mittel bei 1.18 pg/Nukleus
liegen. Geht man davon aus, dal3 dieser Wert auch nur ca. 80 % des tatsachlichen
DNA-Gehaltes darstellt, erhielte man ca. 1.48 pg/Nukleus, was etwa der Hélfte des

somatischen DNA-Gehaltes entspricht.

5.3.3 Analyse mitotischer Chromosomen

Zusatzlich zu den Ploidiegrad-Bestimmungen wurden bei 5 der 8 P. formosa-
Mannchen mitotische Metaphase-Chromosomen prépariert. Die Zahl von 3n = 69

akrozentrischen Chromosomen bestatigte die durchflul3zytometrischen Ergebnisse.
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Abbildung 48: Darstellung der Mitose-Chromosomen im Metaphase-Arrest nach Colchizin-Behandlung
der Fische. (a) Triploides P. formosa-Mannchen mit 3n = 69 akrozentrischen Chromosomen sowie 2
Mikrochromosomen (Pfeile); (b) diploides Hybrid-Mé&nnchen mit 2n = 46 akrozentrischen

Chromosomen.
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Wie die gefleckten, diploiden Geschwister wiesen auch die gefleckten P. formosa-
Mannchen in den Chromosomen-Praparationen 2 bis 3 Mikrochromosomen auf
(Abbildung 48a). Im Vergleich dazu zeigten die Hybrid-M&nnchen, wie die meisten
bereits untersuchten Arten der Gattung Poecilia, 2n = 46 akrozentrische
Chromosomen (Abbildung 48b), ohne die Anwesenheit Uberzahliger Chromosomen

bzw. Mikrochromosomen.

5.3.4 Mannchen im optischen Wahlversuch

P.formosa-Mannchen

Die Verhaltensanalysen der P. formosa-Mannchen in optischen Wahlversuchen
zeigten, dal3 diese keine Art (P. formosa, P. mexicana, P. latipinna) einer anderen
vorziehen (Tabelle 7). Allerdings bevorzugen die P. formosa-Mannchen signifikant
das Méannchen bei dem Stimuluspaar P. mexicana-Mannchen — P. mexicana-
Weibchen (p = 0.016, N = 7). Sollten die P. formosa-Mannchen zwischen gefleckten

und ungefleckten P. formosa-Weibchen wéhlen, so trafen sie keine eindeutige Wahl.

Tabelle 7: Darstellung des Wahlverhaltens der triploiden P. formosa-Mannchen im optischen
Wahlversuch. Die Primardaten wurden mit dem Wilcoxon-Test ausgewertet. Der Stimulus, der
signifikant bevorzugt wurde, ist grau hinterlegt. Falls nicht anders erwdhnt, handelt es sich um
Weibchen.

STIMULUS 1 STIMULUS 2 Stichprobe Signifikanz

P. formosa P. mexicana N=7 n.s. (1.000)
P. formosa P. latipinna N=6 n.s. (0.438)
P. mexicana P. latipinna N=7 n.s. (0.931)
P. mexicana & P. mexicana N=7 i (0.016)
P. formosa gefleckt P. formosa ungefleckt N=6 n.s. (0.688)

Hybrid-Mannchen

Die Verhaltensanalysen der Hybrid-Mannchen in optischen Wahlversuchen (Tabelle
8) zeigten, dalR auch diese keine Individuen einer bestimmten Art bevorzugten.

Konnten sie jedoch zwischen einem P. latipinna-Mannchen und einem P. latipinna-

111



5 Triploide Mannchen Ergebnisse

Weibchen waéhlen, entschieden sie sich signifikant haufiger fir das Mannchen (p =
0.016, N = 7). Sollten die Hybrid-Mannchen zwischen einem P. mexicana-
Mannchen und einem P. mexicana-Weibchen wahlen, so entschieden sie sich
tendentiell haufiger fir das Mannchen. Dieses nicht-signifikante Ergebnis beruht auf
einem Ausreil3er, der bei einer Stichprobe von N = 7 sehr stark ins Gewicht fallt.
Wirde dieser Wert bei der Analyse nicht bertcksichtigt, so erhielte man eine
signifikante Bevorzugung der Hybrid-Mannchen fur die P. mexicana-Mannchen (p =
0.031, N = 6). Bei der Wahl zwischen gefleckten und ungefleckten P. formosa-
Weibchen hielten sich die Hybrid-Mannchen jedoch signifikant langer vor dem
ungefleckten P. formosa-Weibchen auf (p = 0.016, N = 7). Hatten die Hybrid-
Mannchen die Wahl zwischen den *“arteigenen” Hybrid-Weibchen und den
Weibchen der anderen ,Arten” (P. latipinna, P. mexicana, P. formosa) , so ergab

sich ebenfalls kein signifikantes Ergebnis.

Tabelle 8: Darstellung des Wahlverhaltens der Hybrid-Mannchen im optischen Wahlversuch. Die
Rohdaten wurden mit dem Wilcoxon-Test ausgewertet. Dunkelgrau hinterlegte Felder zeigen
signifikante Ergebnisse an, hellgraue Felder sind bei Streichen eines Extremwertes signifikant. Falls

nicht anders erwahnt handelt es sich um Weibchen.

STIMULUS 1 STIMULUS 2 Stichprobe  Signifikanz

P. formosa P. mexicana N=7 n.s. (0.938)
P. formosa P. latipinna N=7 n.s. (0.078)
P. mexicana P. latipinna N=7 n.s. (0.297)
P. mexicana & P. mexicana N=7 n.s. (0.156)
P. latipinna & P. latipinna N=7 ** (0.016)
P. formosa gefleckt P. formosa ungefleckt N=7 ** (0.016)
P. formosa Hybrid N=7 n.s. (0.469)
P. mexicana Hybrid N=7 n.s. (0.375)
P. latipinna Hybrid N=7 n.s. (0.688)
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Vergleich der beiden Mdnnchen-Typen

Der Vergleich der Verhaltensweisen der beiden Mannchen-Typen in optischen
Wahlversuchen konnte nur einen Unterschied aufzeigen (Tabelle 9): Wahrend die
Hybrid-Mé&nnchen die ungefleckten Weibchen signifikant bevorzugten, trafen die P.
formosa-Mannchen keine eindeutige Wahl, verbrachten jedoch tendentiell etwas
mehr Zeit vor den gefleckten Weibchen. Der Vergleich lieferte ein signifikantes
Ergebnis (p = 0.005).

Tabelle 9: Vergleich des Wahlverhaltens von Hybrid-Ma&nnchen und P. formosa-Mannchen im
optischen Wahlversuch. Die Vergleiche wurden mit dem Mann-Whitney-U Test ausgewertet. Da die
Werte zum zweiten Mal zu einer Analyse herangezogen wurden, gilt nach der Bonferroni-Korrektur
eine Signifikanzschranke von p = 0.05/2=0.025. Grau hinterlegte Felder markieren das Stimuluspaar,
bei dem sich signifikante Unterschiede ergeben haben.

STIMULUS 1 STIMULUS 2 Signifikanz
P. formosa P. mexicana n.s. (1.000)
P. formosa P. latipinna n.s. (0.731)
P. mexicana P. latipinna n.s. (0.620)
P. mexicana & P. mexicana n.s. (0.456)
P. formosa gefleckt P. formosa ungefleckt *kk (0.005)

5.3.5 Mannchen in Vollkontaktversuchen

P.formosa-Mannchen

Im Vollkontakt erhalt man &hnliche Ergebnisse fir die P. formosa-Mannchen wie im
optischen Wabhlversuch. Sie zeigten keine Pré&ferenz fir P. formosa, P. mexicana
oder P. latipinna. Ebenso trafen sie keine eindeutige Wahl zwischen gefleckten oder
ungefleckten P. formosa. AuRerdem konnte keine Art von Balzverhalten beobachtet

werden.
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Tabelle 10: Darstellung des Wabhlverhaltens der P. formosa-Mannchen im Vollkontakt. Ausgewertet
wurden die Verhaltensweisen Folgen, Nippen und Kopulation(sversuch). Die Primardaten wurden mit

dem Wilcoxon-Test ausgewertet.

STIMULUS 1 STIMULUS 2 Stichprobe Signifikanz

Folgen Nippen Kopulation

P. formosa P. mexicana N=6 n.s. n.s. n.s.
(1.000)  (1.000) (1.000)

P. formosa P. latipinna N=6 n.s. n.s. n.s.
(0.813)  (0.875) (0.500)

P. mexicana P. latipinna N=6 n.s. n.s. n.s.
(0.063)  (0.250) (1.000)

P. formosa P. formosa N=6 n.s. n.s. n.s.
gefleckt ungefleckt (0.844) (0.625) (1.000)

Hybrid-M&nnchen

Im Vollkontakt stellt sich bei den Hybrid-Mannchen das gleiche Bild dar wie in den
optischen Wahlversuchen (Tabelle 11). Die Tiere zeigten keinerlei Bevorzugung,
aulRer dal3 sie ungefleckte P. formosa signifikant den gefleckten vorzogen (p =
0.016, N = 7). Betrachtet man sich die Rohdaten, so kann man sogar von einem
regelrechten Vermeiden der gefleckten Weibchen sprechen, da nur 3 der 7
Mannchen einem gefleckten Weibchen je einmal gefolgt sind (von 226 registrierten
Folgeaktionen), nur einmal das Nippen eines Mannchen an einem gefleckten
Weibchen beobachtet wurde (von 366 notierten Nippen), aber niemals auch nur ein
Mannchen einen Kopulationsversuch mit einem gefleckten Weibchen unternommen
hat (bei insgesamt 324 beobachteten Kopulationsversuchen). Auch die Hybrid-

Mannchen zeigten kein Balzverhalten.
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Tabelle 11: Darstellung des Wahlverhaltens der Hybrid-Mannchen im Vollkontakt. Ausgewertet wurden
die Verhaltensweisen Folgen, Nippen und Kopulation(sversuch). Die Rohdaten wurden mit dem

Wilcoxon-Test ausgewertet. Grau hinterlegte Felder zeigen signifikante Ergebnisse an.

Signifikanz
STIMULUS 1 STIMULUS 2 Stichprobe

Folgen Nippen Kopulation

P. formosa P. mexicana N=7 n.s. n.s. n.s.
0379 (0.813) (0.688)

P. formosa P. latipinna N=7 n.s. n.s. n.s.
(0438)  9.109) (0.469)

P. mexicana P. latipinna N=7 n.s. n.s. n.s.
(0:938) g .313) (0.563)

P. mexicana Hybrid N=7 n.s. n.s. n.s.
(0688) g 250 (0.094)

P. latipinna Hybrid N=7 n.s. n.s. n.s.
0219 (0.156) (0.156)

P. formosa P. formosa N=7 *x *x **
gefleckt ungefleckt (0.016) (0.016) (0.016)

Vergleich der beiden Mdnnchen-Typen

Bei dem Vergleich der beiden Mannchen-Typen ergaben sich auch im Vollkontakt
keine signifikanten Unterschiede, wenn die Mannchen zwischen P. formosa-, P.
mexicana- und P. latipinna-Weibchen wahlen sollten. Allerdings zeigt sich — wie
auch bei den optischen Wahlversuchen — ein signifikanter Unterschied bei dem

Stimuluspaar P. formosa gefleckt — ungefleckt (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Vergleich des Wabhlverhaltens von Hybrid-Mé&nnchen und P. formosa-Mannchen im
Vollkontakt. Die Vergleiche wurden mit dem Mann-Whitney-U Test ausgewertet. Da die Werte zum
zweiten Mal zu einer Analyse herangezogen wurden, gilt nach der Bonferroni-Korrektur eine
Signifikanzschranke von p = 0.025. Grau hinterlegte Felder markieren das Stimuluspaar, bei dem sich

signifikante Unterschiede ergeben haben.

Signifikanz
STIMULUS 1 STIMULUS 2
Folgen Nippen Kopulation
P. formosa P. mexicana n.s. n.s. n.s.
(0.445) (0.234) (0.366)
P. formosa P. latipinna n.s. n.s. n.s.
(0.543) (0.234) (0.628)
P. mexicana P. latipinna n.s. n.s. n.s.
(0.234) (0.181) (0.366)
P. formosa P. formosa * o o
gefleckt ungefleckt (0.005) (0.001) (0.005)

Bei Betrachtung der Rohdaten fiel auf, daf3 die P. formosa-Mannchen weniger
Kopulationsversuche unternahmen als die Hybrid-Mannchen. Aufgrund dieser
Beobachtung wurden die Daten nochmals dahingehend ausgewertet, dafl3 die
Kopulationsversuche von Stimulus 1 und 2 nicht subtrahiert, sondern addiert
wurden. Daraus ergibt sich dann die Gesamtaktivitat der einzelnen Mannchen, die
dann wiederum innerhalb der beiden Mannchen-Gruppen verglichen werden konnte
(Tabelle 13). Dabei stellte sich heraus, dal3 die P. formosa-Méannchen signifikant
weniger Kopulationsversuche unternahmen als die Hybrid-Mannchen — zumindest
was die Stimuluspaare P. formosa — P. mexicana, P. formosa — P. latipinna und P.
mexicana — P. latipinna betrifft. Bei dem Stimuluspaar P. formosa gefleckt —
ungefleckt bestent nur deshalb kein signifikanter Unterschied in der
Kopulationshaufigkeit zwischen P. formosa-Méannchen und Hybrid-Mannchen, well
eines der P. formosa-Mannchen 400 mal mit einem gefleckten Weibchen zu
kopulieren versuchte. Nahme man die Werte dieses Mannchens als Ausreil3er aus
der Analyse, so ergébe sich ein signifikanter Unterschied (p = 0.010), auch nach
Bonferroni-Korrektur des Signifikanzniveaus auf 0.05/ 3 = 0.016.
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Tabelle 13: Vergleich des Wahlverhaltens ,Kopulation(sversuch)“ von Hybrid-Mannchen und P.

formosa-Méannchen im Vollkontakt. Die Kopulationsversuche jedes Mannchens wurden addiert und mit

dem Mann-Whitney-U Test ausgewertet. Da die Werte zum dritten Mal zu einer Analyse herangezogen

werden, gilt nach der Bonferroni-Korrektur eine Signifikanzschranke von p = 0.016. Dunkelgrau

hinterlegte Felder markieren die Stimuluspaare, bei denen sich signifikante Unterschiede ergeben

haben, hellgraue Felder sind bei Streichen eines Extremwertes signifikant.

STIMULUS 1 STIMULUS 2 Signifikanz Kopulation

P. formosa P. mexicana ** (0.008)

P. formosa P. latipinna * (0.014)

P. mexicana P. latipinna ** (0.002)

P. formosa gefleckt P. formosa ungefleckt n.s. (0.101)

5.3.6 Morphologie des Begattungsorgans

Strukturen

und seiner

akzessorischen

Bei allen P. formosa-Ma&nnchen waren die beschriebenen Strukturen des

Gonopodiums und Suspensoriums wie bei den Hybrid- und P. mexicana-M&nnchen

gut ausgebildet (Abbildung 49, Abbildung 50).
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Abbildung 49: Strukturen des Gonopodiums von Poeciliden im Detail sichtbar gemacht mit der
Dawson-Technik. (a) Gonopodium eines P. formosa-Mannchens. Zum Vergleich das Gonopodium (b)

eines Hybrid-Mannchens und (c) eines P. mexicana-Mannchens.
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Der Loffel war in unterschiedlicher Groé3e bei jedem der untersuchten P. formosa-
Mannchen vorhanden. Die knécherne Klaue am Ende von Strahl 5p war bis auf P.
formosa-Mannchen 4 immer doppelt ausgepragt. Das Ende des Strahls 4p war
leicht nach unten gebogen und die Anzahl der inneren Zahne variierte von 9 bis 12.
Alle P. formosa-Mannchen besalRen ventrale Dornen und 8-11 dorsale Z&hne an
Strahl 3 sowie einen membrandsen Haken. Strahl 6 war stets kirzer als 3, 4 und 5.
Das Suspensorium war bei allen P. formosa-Mannchen vollstandig ausgebildet: 2
Gonapophysen dienten als Verbindung von Wirbelsédule und Interhamalplatte, die
wiederum Uber die Baseosten mit dem Gonopodium verbunden waren. Im
Gegensatz zu hormonverménnlichten Individuen (Schlupp et al., 1992) war die zur
Bewegung des Gonopodiums notwendige Muskulatur wohl bei allen P. formosa-
Mannchen vorhanden, da sie das typische Gonopodialschwingen zeigten, bei dem

das Gonopodium wie bei der Kopulation nach vorne geklappt wird (Parzefall, 1969).

Die Hybrid-Mannchen wiesen ebenfalls alle einen Loffel auf. Nur Hybrid-M&nnchen
4 hatte an Strahl 5p eine einfache Klaue, im Gegensatz zu den sonst doppelt
ausgebildeten Klauen. Strahl 4p war leicht nach unten geneigt und besal} 9-11
innere Zahne. Ventrale Dornen, 10-12 dorsale Zahne und ein membrandser Haken
waren an Strahl 3 vorhanden. Strahl 6 war gegentuber 3, 4 und 5 verkirzt. Das
Suspensorium von Hybrid-Mannchen 4 zeigte mit 3 Gonapophysen eine Ausnahme
gegenuber der sonst zweifach vorhandenen Struktur. Interhamalplatte und

Baseosten waren normal ausgebildet.

Die P. mexicana-Mannchen zeigten neben Loéffel und doppelter Klaue an 5p 10-13
innere Zéhne an Strahl 4p, dessen Ende ebenfalls leicht nach unten geneigt war. An
Strahl 3 zeigten die untersuchten P. mexicana-Mannchen 8-11 dorsale Zahne,
ventrale Dornen und einen membrandsen Haken. Strahl 6 war kirzer als 3, 4 und 5.
Die 2 Gonapophysen, die Interhamalplatte sowie die Baseosten waren normal

ausgebildet.
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Interhiimal platte c

Abbildung 50: Suspensorien und Gonopodien von Poeciliiden nach Anfarbung mit der Dawson-
Technik. (a) Suspensorium eines P. formosa-Méannchens. Zum Vergleich das Suspensorium eines
Hybrid-Mannchens (b) und eines P. mexicana-Mannchens (c).
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In Tabelle 14 sind die Ergebnisse der variablen morphologischen Merkmale des
kompliziert gebauten Begattungsorgans mannlicher Poeciliden dargestellt. Alle
anderen Merkmale — wie Ausbildung des Léffels und der Interhdmalplatte, ein nach
unten gebogenes Ende von Strahl 4, ein gegentber 3, 4 und 5 verkirzter Strahl 6

sowie die Auspragung von ventralen Dornen und Haken an Strahl 3 — waren immer

bei allen Mannchentypen vorhanden.

Tabelle 14: Auswertung der variablen Merkmale des komplex gebauten Befruchtungsorgans bei P.

formosa-Méannchen im Vergleich zu Hybrid-Mannchen und P. mexicana-Mannchen.

Individuum 5p mit Innere Zdhne 3 mit dorsalen  Gonapo-
Klaue an 4p Zahnen physen
P. formosa & 3 + (doppelt) 11 (doppelt) 8 2
P. formosa & 4 + (einfach) 10 (doppelt) 12 2
P. formosa 35 + (doppelt)  9-10 (doppelt) 9 2
P. formosa 36 + (einfach) 11 (doppelt) 11 2
P. formosa 37 + (doppelt) 12 (doppelt) 10 2
Hybrid 41 + (doppelt) 11 (doppelt) 12 2
Hybrid &'3 + (doppelt) 10 (doppelt) 11 2
Hybrid 44 + (einfach) 11 (doppelt) 12 3
Hybrid 45 + (doppelt) 9 (doppelt) 12 2
Hybrid 46 + (doppelt) 9 (doppelt) 10 2
P. mexicana 31  + (doppelt) 10 (doppelt) 9 2
P. mexicana 42  + (doppelt) 13 (doppelt) 11 2
P. mexicana &3  + (doppelt) 12 (doppelt) 10 2
P. mexicana 34  + (doppelt) 10 (doppelt) 9 2
P. mexicana 45  + (doppelt) 10 (doppelt) 8 2
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5.3.7 Gonadenstruktur

Die Hoden der P. formosa-Mannchen waren immer paarig angelegt. In den

histologischen Schnitten ist zu erkennen, dal3 zwar Spermatogonien (Sg) und

Spermatozyten (Sc) vorhanden sind, aber sich das Chromatin im Vergleich zu P.

latipinna- und den Hybrid-Mannchen nicht weiter kondensiert, wie es fur die

Spermatiden und reifen Spermatozeugmata typisch ist (Abbildung 51).
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Abbildung 51: HE-Farbung an
Paraffinschnitten ~ von  Testis-
gewebe (a) eines P. formosa-
Ménnchens. Zum Vergleich
Testisgewebe (b) eines Hybrid-
Ménnchens und (c) eines P.
latipinna-Mannchens. Sg = Sper-
matogonien, Sc = Spermatozyten
1. und 2. Ordnung, St = Sper-
matiden, Sz = Spermatozeugmata.
Der  GroRenbalken  entspricht
100pm.
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5.3.8 Paarung meiotischer Chromosomen

Die Analyse des synaptonemalen Komplexes ergab, da? Chromosomen-Paarungen
(Synapsis) stattfanden, aber die Uberwiegende Anzahl an Pachytanzellen
Unregelmaligkeiten zeigten: Univalente, z.T. noch unvollstandige Bivalente,
abschnittsweise Dreifachpaarungen oder Uberkreuzungen (=Interlocks) mit anderen
Chromosomen (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Darstellung der Chromosomenpaarung in der Prophase der Meiose | anhand des
synaptonemalen Komplexes von P. formosa-Mannchen im Transmissionselektronenmikroskop. (a)
Uberblick bei einer VergréRerung von 1250x bei 60 kV. (b), (c) und (d) zeigen ungewdhnliche
Paarungen einzelner Chromosomen in Form von partiellen Einfach-, Doppel- und Dreifach-Strukturen
im Detail bei (b) 5000x, 60 kV, (c) 4000x, 60 kV und (d) 5000x, 80 kV.
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Im Vergleich zu den P. formosa-Mannchen wiesen sowohl die Hybrid-Mannchen als
auch die P. mexicana-Mannchen 23 vollstdndig gepaarte Chromosomen auf
(Abbildung 53).
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Abbildung 53: Darstellung des synaptonemalen Komplexes im Lichtmikroskop bei einer Vergréf3erung

von 1000x. (a) P. formosa-Mannchen, (b) Hybrid-Mannchen und (c) P. mexicana-Mannchen.

In der Diakinese, einem spateren Stadium der Prophase |, lassen sich bei den P.
formosa-Mannchen nur noch Bivalente und Univalente erkennen. Diese treten in
verschiedenen Zellen in unterschiedlicher Anzahl auf, jedoch immer nahe einer
Verteilung von 23 Univalenten zu 23 Bivalenten (= 69 Chromosomen). In 7
ausgewerteten Zellen waren die Proportionen 25:19, 24:22, 23:20, 23:22, 21:22,
24:23, 21:21. Die Abweichungen von den erwarteten 23:23 konnten dadurch
entstanden sein, dal} féalschlicherweise ein Bivalent als zwei Univalente interpretiert
wurde. Eine weitere Mdoglichkeit ware, dald die Mikrochromosomen auch als
Univalente gezahlt wurden, da sie in diesem Stadium aufgrund der starken
Kondensierung der Chromosomen nicht identifiziert werden konnten. Die Hybrid-
und P. mexicana-Mannchen hingegen zeigten auch hier die erwarteten 23 Bivalente
(Abbildung 54).
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Abbildung 54: Meiose-Chromosomen im Diakinesestadium von (a) einem P. formosa-Mannchen, (b)
einem Hybrid-Mannchen und (c) einem P. mexicana-Mannchen. Lichtmikroskopische Aufnahme bei

einer VergréRerung von 1000x.

5.3.9 Fertilitat der P. formosa Mannchen

Drei der P. formosa-Mannchen (# 3, # 5, # 7) produzierten Nachwuchs (N = 4, 56,
33) mit gefleckten P. formosa-Weibchen (Tabelle 15), aber nicht mit ungefleckten P.
formosa-Weibchen oder P. mexicana-Weibchen. Alle Nachkommen waren
Weibchen.

Tabelle 15: Anzahl der Nachkommen gefleckter P. formosa-Weibchen pro Wurf, die mit einem der P.
formosa-Méannchen angepaart waren.

Anzahl der Nachkommen Ploidiegrad der .
d Stichprobe
pro Wurf Nachkommen
P. formosa &3 4 2n N=4
P. formosa 35 1/3/3/3/4/3/12]/ 2n N=13
6/7/5/1/7161/5
P. formosa 37 11/6/4/4/6/2 2n N =22
%) 4.43+4.12 Yy =39
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Im Vergleich dazu hatten die mit P. mexicana-Mannchen angepaarten, gefleckten
Weibchen der Stammpopulation im Durchschnitt 6.48 + 4.12 Nachkommen pro Wurf
(N = 60). Die Wurfgré3en dieser gefleckten Weibchen unterschieden sich demnach
signifikant (p = 0.026, Mann-Whitney U) voneinander, je nachdem, ob sie mit P.
formosa-Mannchen oder mit P. mexicana-Mannchen angepaart wurden. Die
durchfluRzytometrische Untersuchung ergab, dal3 alle analysierten Tochter der P.

formosa-Mannchen diploid waren (N = 39, Tabelle 15).

Anhand des DNA-Fingerprints zeigte sich, dal3 sédmtliche analysierten Téchter mit
ihren Mittern genetisch identisch waren (Abbildung 55). Demnach haben die P.
formosa-Mannchen, die Nachwuchs mit gefleckten, gynogenetischen P. formosa-
Weibchen produziert haben, keinen nachweisbaren genetischen Beitrag zur F;-

Generation geleistet.

5.3.10 Herkunft des dritten Genoms

Da die Chromosomen der P. formosa-Mannchen alle akrozentrisch sind und nur
willkdrlich  nach GroRe geordnet werden konnen, konnte anhand von
konventionellen Chromosomenféarbungen keine Aussage Uber die Herkunft des
dritten Chromosomensatzes getroffen werden. Das dritte Haplom konnte entweder
aus einer Genomduplikation hervorgegangen sein (Autotriploidie), oder aber es
konnte paternalen Ursprungs sein (Allotriploidie). Zur Beantwortung der Frage nach
der Herkunft des dritten Chromosomensatzes wurde ein Multilocus-Fingerprint mit
den Oligonukleotid-Sonden (GGAT), (Abbildung 55) und (GATA), (nicht abgebildet)
angefertigt. Daraus geht hervor, daf3 alle P. formosa-Mannchen zusatzliche Banden
zu dem klonalen Bandenmuster ihrer Schwestern und Tochter aufweisen. Die
Mannchen 3, 4, 5 und 6 zeigten eine zusatzliche Bande von etwa 6.4 kb, wahrend
Mannchen 7 zwei zuséatzliche Banden von 6.8 und 8.0 kb aufwiesen (GGAT),. Im
Autoradiogramm nach Hybridisierung mit der Oligonukleotid-Sonde (GATA), zeigten
die P. formosa-Mannchen 3 bis 6 je eine zusatzliche Bande von ca. 10 kb. Aus
diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dal3 die P. formosa-Mannchen

allotriploid und nicht autotriploid sind.
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Abbildung 55: Mulitiocus DNA-Fingerprint der P. formosa-Mannchen 3-7, von gefleckten P. formosa-
Weibchen sowie deren Nachkommen mit den P. formosa-Mannchen nach Hybridisierung mit der
Oligonukleotid-Sonde (GGAT)s. Zusatzliche Banden im Vergleich zum klonal vererbten Bandenmuster
der Weibchen sind mit Pfeilspitzen gekennzeichnet.
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5.4 Diskussion

Schon 1932 haben Hubbs & Hubbs (1932) beobachtet, dal} manche P. formosa-
Weibchen ,abnormale* Nachkommen mit schwarzen Flecken hervorbringen, die
sich zu Mannchen umwandelten. Leider gibt es — wie auch bei anderen Berichten
von spontan auftretenden P. formosa-Méannchen (Tabelle 16) — keinerlei Information
Uber deren nukledren DNA-Gehalt. Haskins et al. (1960) vermuteten allerdings
schon, dalRR die Ausbildung eines phanotypischen Mannchens unter zwanzig
Jungfischen auf die Introgression paternaler Chromosomen zurickzuflihren sein
konnte. Erst in jungster Zeit wurde der DNA-Gehalt mannlicher P. formosa
berticksichtigt (Doébler, 1998). Allein Rasch et al. (1965) berichten Uber einen
triploiden Hybrid aus P. formosa x P. vittata, der eine méannliche Morphologie mit
ausgepragter Testisstruktur ausgebildet hatte, allerdings keine reifen Spermatozoa

aufwies. Auch hier wies das Pigmentmuster auf paternale Introgression hin.

Das seltene, aber doch regelmafiige Auftreten von nahezu funktionellen triploiden
Mannchen in dem als reine Weibchenart beschriebenen Amazonenkarpfling kénnte
dazu beitragen, die immer noch wenig verstandenen geschlechtsdeterminierenden

Faktoren bei der Gattung Poecilia aufzuklaren.

5.4.1 Triploidie und ihre Folgen flr die Meiose

Wie in Kapitel 2 beschrieben ist Triploidie sowohl aus natirlichen Lebensraumen
(Schultz & Kallman, 1968; Strommen et al., 1975b; Lamatsch et al., in Vorbereitung)
als auch aus dem Labor (Nanda et al., 1995) bekannt. Allerdings waren alle bisher
beschriebenen triploiden Individuen, die unter Laborbedingungen entstanden sind,
steril und bis auf eine Ausnahme (Rasch et al., 1965) Weibchen. Im Gegensatz
dazu sind die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Mannchen fertil, zumindest
was das Auftreten reifer Spermien, deren Morphologie und Motilitat betrifft. Sie
induzierten sogar gynogenetisch Nachwuchs mit P. formosa-Weibchen, zeugten
jedoch niemals Nachkommen mit sexuellen P. mexicana-Weibchen. Die Spermien
waren offensichtlich hinreichend, um die gynogenetische Entwicklung der
Embryonen bei P. formosa-Weibchen auszuldsen, aber nicht, um die haploiden
Oozyten sexueller Weibchen zu befruchten. Eine mogliche Erklarung dafir kdnnte
sein, dald der durchschnittiche DNA-Gehalt der Spermien von 1.48 pg (bei
errechneten 100 %) Uber dem errechneten haploiden Wert (0.98 pg/Nukleus), aber
unter dem errechneten diploiden (1.96 pg) bzw. triploiden Wert liegt. Demnach
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findet eine Form der Reduktionsteilung der 69 Chromosomen in der ménnlichen

Meiose statt. Da die Messungen aber eine deutlich groRere Streuung der Werte

zeigten als bei den Messungen an Hybridspermien (CV% 18.96 gegeniber 4.62),

konnte dies darauf hinweisen, dal3 ein Grof3teil der produzierten Spermien der P.

formosa-Mannchen aneuploid sind.

Tabelle 16: Bisher in der Literatur beschriebene, spontan aufgetretene P. formosa-Mannchen. T steht

fur Testes, O fir Ovarien. Die mit * gekennzeichnete Anzahl an Mannchen schliel3t die

Verdffentlichungen von Haskins et al. (1960) und Kallman (1962b) mit ein.

Mannl.
Nach- Ploidie-
Referenz Anzahl Gonaden Sexual- Herkunft
kommen Grad
verhalten
Hubbs & Rio Papaloapan
2 ? ? — ?
Hubbs, 1932 (Mx)
Hubbs et al., _
T ? — ? Brownsuville (Tx)
1959
Haskins et .
? ? +(P.f. Q) ? Brownsville (Tx)
al., 1960
Kallman, San Marcos River
2 ? ja — ?
1962b (Tx)
T1 Oa .
o Brownsville + San
Hubbs, 1964 31* verkim- einige ja — ? )
Marcos River (Tx)
mert
Rasch et al.,
1 T ? — ? ?
1965
Darnell & T, 1+ Rio Tamesi, Rio
Abramoff, 3 verkiim- ? (P.£.9), ? Guayalejo (Mx),
1968 mert 2 — Olmito (Tx)
Rasch et al., Verkim- Olmito (Tx), Rio
2 + — 3n )
1970 mert Guayalejo (Mx)
Rio Purificacion
Dobler, 1998 1 o] ? ? 2n
(Mx)
Rio Purificacion
Dobler, 1998 24 T + +(Pf Q) 2n

(Mx)
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Eine weitere Mdglichkeit, warum P. formosa-Mannchen keine sexuellen Weibchen
befruchten konnten, ware, dall die Spermien nicht die nétige Ausstattung an
Centrosomen mitbringen, die fur die erste mitotische Teilung nétig sind (Moomjy et
al.,, 1999). Das Auslésen der Embryogenese bei P. formosa-Weibchen sollte
demnach moglich, da diese ihre Gameten ameiotisch produzieren, und somit die

Centrosomen nicht verlorengehen.

Ebenso konnten aber auch wichtige Gene, die fur die Embryonalentwicklung
notwendig sind, nicht mehr funktionstichtig sein. Hill et al. (1989) haben bei C.
elegans herausgefunden, dal’ eine loss-of-function Mutation in dem Spe-11 Gen
des Mannchens einen letalen Phéanotyp verursacht. Das Produkt, fur das dieses
Gen codiert, ist normalerweise in Spermien vorhanden und scheint die Initilerung

der Embryogenese zu beeinflussen.

Zweil Tatsachen weisen auf Anomalien bei der Produktion der Gameten hin:

1) Die Auswertung der Testisschnitte zeigt, daf3 im Vergleich zu den
Testisgeweben von Hybrid- und P. mexicana-Mannchen die spéaten Reifestadien
3 und 4 (Spermatiden und Spermatozeugmata) fehlen — obwohl ausreichend

Spermatogonien und priméare und sekundére Spermatozyten vorhanden waren.

2) Die Wurfgro3en von den gefleckten Weibchen, die mit den P. formosa-
Mannchen kopuliert hatten, waren signifikant niedriger als bei der

Stammpopulation, die mit P. mexicana-Mannchen angepaart wurde.

Beides laRt eine Hypospermie der P. formosa-Mannchen vermuten.

Die Schwierigkeiten bei der Meiose, drei Chromosomensatze auf zwei Tochterzellen
aufzuteilen, werden offensichtlich, wenn man die Paarung der Chromosomen in der
Prophase der Meiose | (SC) analysiert. Trotz der Formation von irreguldaren
Strukturen wie Dreifachpaarungen oder der Beteiligung von mehreren
Chromosomen an einer Paarungsstruktur scheinen sich Uberwiegend Bivalente und
Univalente zu annahernd gleichen Teilen zu bilden. Bei der Reduktionsteilung bleibt
es dem Zufall Gberlassen, in welche der Tochterzellen die Univalente gelangen. Die
Wabhrscheinlichkeit, daf3 aneuploide Spermien gebildet werden, ist daher sehr hoch.
Das wiurde auch den ausbleibenden Reproduktionserfolg der P. mexicana-
Weibchen erklaren.
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Trotz der Tatsache, dafl bei den P. formosa-Mannchen eine Paarung der
Chromosomen stattfindet, bedeutet dies noch nicht zwingend, da3 Crossing-over
stattfindet (Rasmussen, 1977). Dennoch sind bei den P. formosa-Mannchen

wesentliche Merkmale sexueller Reproduktion (Synapsis, Segregation) vorhanden.

5.4.2 Morphologie

Morphologisch bestehen keine grof3en Unterschiede zwischen den P. formosa- und
den Vergleichsménnchen. Neben den typisch mannlichen Kérperproportionen und
der z.T. gelblichen Farbung der Flossen weisen alle P. formosa-Mannchen ein
vollstdndig ausgebildetes Gonopodium auf. Die Anzahl der inneren Zahne an 4p
divergierte zwischen aber auch innerhalb der verschiedenen Mannchen-Typen: Die
P. formosa-Mannchen wiesen 9-12 Segmente mit doppelter Bezahnung auf, die
Hybrid-Mannchen 9-11 und die P. mexicana-Mannchen 10-13. Diese Zahlen
weichen geringfligig von den Daten von Dramsch (1977) bzw. Débler (1998) ab, die
fur P. formosa-Mannchen 8-9 Segmente mit inneren Zahnen und bei P. mexicana-

Méannchen 11 bzw. 9-10 bestimmten.

Die ventralen Dornen am Flossenstrahl 3, die alle der untersuchten Mannchen
aufwiesen, wurden von Rosen & Bailey (1963) als typisches Merkmal der Gattung

Poecilia und von Ddébler (1998) fur spontan-vermannlichte P. formosa beschrieben.

Auch die Anzahl an dorsalen Zadhnen an Flossenstrahl 3 variierte zwischen den
Gruppen sowie innerhalb der Gruppen. Wahrend die P. formosa-Méannchen 9-12
dorsale Zahne aufwiesen, zeigten die Hybrid-Mannchen 10-12 und die P. mexicana-
Méannchen 9-11. Alle anderen Merkmale wie Loffel, knécherne Klaue an 5p,
membranéser Haken an 3 waren bei allen untersuchten Mannchen in ahnlicher
Form und Grol3e ausgebildet. Da auch alle untersuchten P. formosa-Mannchen 2
Gonapophysen und eine Interhamalplatte ausgebildet hatten, handelt es sich

anhand der morphologischen Daten um vollstandig entwickelte Mannchen.

5.4.3 Sexualverhalten

Anhand der Verhaltensanalysen ergaben sich zunachst ebenfalls keine

Unterschiede zwischen P. formosa-Mannchen und Hybrid-Mannchen.

Wahrend in den optischen Wahlversuchen beide Mannchen-Typen keine

Bevorzugung zeigten, wenn sie die Wahl zwischen P. formosa-, P. mexicana- und
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P. latipinna-Weibchen hatten, so zeigten sie doch beide — nach Ausschlul3 von
JAusreiBern“ — eine signifikante Bevorzugung fur das Mannchen in gemischt-
geschlechtlichen Stimuluspaaren. Im Vergleich der beiden Mannchen-Typen
ergaben sich somit keine signifikanten Unterschiede. Die Bevorzugung der
Mannchen fur andere Mannchen muf3 wohl als Aggressionsverhalten interpretiert
werden, da sich das Sexualverhalten normalerweise auf potentielle Paarungspartner
richtet, und somit die Weibchen bevorzugt werden sollten. Allerdings konnten
Balsano et al. (1985) zeigen, dal dominante Mannchen 63 % ihrer Aktivitaten auf
andere Mannchen richteten, und nur 37 % auf Weibchen, wahrend rangniedrige
Méannchen den Weibchen mehr Aufmerksamkeit schenkten. Da sowohl die P.
formosa-Mannchen als auch die Hybrid-M&nnchen einzeln bzw. ohne andere
Mannchen gehalten wurden, kann angenommen werden, daf} sie dominante

Verhaltensstrukturen zeigten.

Die Hybrid-Mannchen hatten zusatzlich die Wahl zwischen ihren ,arteigenen”
Hybrid-Weibchen und den Weibchen der anderen Arten. Auch hier gab es keine
signifikante Bevorzugung. Evtl. konnten die Hybrid-Mannchen die Hybrid-Weibchen
gar nicht von P. formosa-Weibchen unterscheiden (siehe auch Dries, 1998), was

aber bei dem ,allgemeinen Nicht-Wahlen* der M&nnchen nicht nachzuweisen war.

Signifikante Unterschiede im Wabhlverhalten der beiden Mannchen-Typen ergaben
sich nur bei dem Stimuluspaar P. formosa gefleckt — P. formosa ungefleckt. Die
Hybrid-Mannchen hielte sich signifikant haufiger vor den ungefleckten P. formosa-
Weibchen auf bzw. interagierten signifikant haufiger mit den ungefleckten P.
formosa-Weibchen. Die Rohdaten geben Aufschlul3 dartiber, dal3 es sich dabei

schon um ein Vermeiden der schwarz-gefleckten Weibchen handeln kdnnte.

Die P. formosa-Méannchen hingegen zeigten weder in optischen Wahlversuchen
noch in Vollkontakten eine signifikante Bevorzugung, tendierten aber eher zu den
gefleckten Weibchen. Die Bevorzugung fur gefleckte Weibchen war jedoch
anscheinend gréRer, als aus den Verhaltensversuchen zu schlieRen war. Die P.
formosa-Mannchen ,zeugten* namlich ausschlie3lich Nachkommen mit gefleckten,
gynogenetischen P. formosa-Weibchen. Wie es zu diesem Unterschied im
Wabhlverhalten der beiden Mannchen-Typen kommt, kann nicht endgtltig geklart

werden.

Landeau & Terborgh (1986) und Theodorakis (1989) stellten fest, dal3 ph&notypisch
andersartige Individuen in einem Schwarm einem hoheren Pradationsrisiko
ausgesetzt sind (= oddity effect). Demnach sollte sich ein Individuum — wenn es die
Wahl hat — fir die Gesellschaft von Tieren entscheiden, denen es starker &hnelt. In
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einer Studie an hellen und dunklen P. latipinna fanden McRobert & Bradner (1998)
tatsachlich heraus, dal3 sich einzelne Tiere immer zu der Gruppe gesellten, deren
Korperfarbung der ihren &hnlicher war. Das ist, was wir bei den beiden Mannchen-
Typen beobachten kénnen: Die hellen Hybrid-Mannchen bevorzugten signifikant
helle P. formosa-Weibchen, wahrend die gefleckten P. formosa-Méannchen
tendentiell die gefleckten Weibchen bevorzugten. Ob die o.g. Grinde allerdings
auch bei der Wahl des Sexualpartners eine Rolle spielen, ist unklar. Eine weitere
Erklarungsmaglichkeit wére, daf? die Tiere einen ihnen vertrauten Stimulus wéhlen.
Da die P. formosa-Mannchen — im Gegensatz zu den Hybrid-Mannchen — sowohl
mit gefleckten als auch ungefleckten Tieren aufgewachsen sind, kdnnte Erfahrung

die Partnerwahl beeinfluf3t haben (Magurran et al., 1994).

Die Wahl zwischen gefleckten und ungefleckten P. formosa-Weibchen stellt also
den einzigen signifikanten Unterschied im Vergleich der beiden Mannchen-Typen
beziglich der Partnerwahl dar. Da es sich dabei nicht um eine qualitative Aussage
uber die ,Gute" der Mannchen handelt, sind die P. formosa-Ma&nnchen demnach als
~echte” Mannchen einzustufen. Allerdings konnten sehr feine Unterschiede bei einer
Stichprobengrof3e von 6 bzw. 7 evtl. nicht aufgeldst werden. Daher sollen alle in
Zukunft entstehenden P. formosa-M&nnchen ebenfalls in standardisierten Ver-

haltensversuchen getestet werden, um den Stichprobenumfang zu erhdhen.

Einen deutlichen Unterschied ergab jedoch das Kopulationsverhalten der beiden
Mannchen-Typen: Die P. formosa-Mannchen unternahmen signifikant weniger
Kopulationsversuche als die Hybrid-Mannchen. Diese deutlich verringerte sexuelle
Motivation kdnnte evtl. auf verringerten Hormonwerte zurtickzufihren sein.
Verschiedenen Untersuchungen haben ergeben, dafl3 11-Ketotestosteon (11-KT) bei
Fischen eine wichtige Rolle bei der Ausléosung des mannlichen
Reproduktionsverhaltens spielt (Borg, 1987; Brantley et al., 1993). Da 11-KT
ebenfalls bei der Spermatogenese eine Rolle spielt, indem es die Sertoli-Zellen
stimuliert (Miura et al., 1991), konnte ein niedriger Spiegel auch die Reifung der

Gameten beeinflussen.

5.4.4 Geschlechtsdeterminierung bei Vertebraten

Im Gegensatz zu dem hochentwickelten Dimorphismus der Geschlechts-
chromosomen von Saugern (XX / XY) und Végeln (ZW / ZZ) konnten in den meisten

bisher analysierten Fischarten keine heteromorphen Geschlechtschromosomen
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identifiziert werden. Von den ca. 1000 Knochenfischarten, deren Karyotyp
untersucht wurde, weisen nur etwa 10% morphologisch unterscheidbare
Geschlechtschromosomen auf (Morescalchi, 1992). Bei der Gattung Poecilia
konnten primitive Geschlechtschromosomen bei P. sphenops var. melanistica

(Black Molly) und P. reticulata (Guppy) nachgewiesen werden (Nanda et al., 1990).

Die Haldane-Regel (Haldane, 1922) besagt, da? das Geschlecht, das infolge einer
interspezifischen Hybridisierung génzlich wegfallt, rarer wird oder aber steril ist, das
heterogametische Geschlecht ist. Aufgrund des schwierigen zytologischen
Nachweises von Geschlechtschromosomen in Fischen (Rishi, 1989; Sola et al.,
1997), schien das Auslésen von Gynogenese und das anschlieRende Beobachten
des Geschlechterverhaltnisses eine verla3liche Methode zu sein, um Mannchen
oder Weibchen als das heterogametisches Geschlecht zu identifizieren. Die
Induktion von Gynogenese beinhaltet zwei Schritte: (1) Aktivierung der Oozyte mit
Spermien, deren DNA durch UV zerstort wurde und (2) Wiederherstellung des
diploiden Status durch einen Druck- bzw. Temperaturschock. Durch den Schock
kann entweder die zweite meiotische Teilung (meiotische Gynogenese) oder die
erste mitotische Teilung der Zygote unterbunden werden. In den meisten der 27
verla3lichen Studien Uber induzierte Gynogenese waren die Mannchen
heterogametisch (Pandian & Koteeswaran, 1998). Demzufolge wiirde man in diesen
Arten zu 100% weiblichen Nachwuchs erwarten. Allerdings treten z.T. deutliche
Abweichungen von diesem Erwartungswert auf. Eine ganze Reihe an
Veroffentlichungen beschaftigt sich mit dem unerwarteten Auftreten von Mannchen
in diesen Arten. Als Grinde werden (1) paternale Introgression (Volckaert et al.,
1994; Carter et al.,, 1991), (2) eine mogliche Prasenz autosomaler geschlechts-
bestimmender Gene (Komen & Richter, 1990; Mair et al., 1991; Komen et al., 1993),
und/oder (3) Umwelteinflisse wie Veranderungen in Temperatur, pH-Wert und
Populationsdichte (Débler, 1998; Castelli, 1994; Tabata, 1995) angefuhrt.

Bei den meisten Tieren wird das Geschlecht eines Individuums durch seinen
Genotyp (GSD = genetic sex determination) bestimmt, bei einigen Arten allerdings
durch bestimmte Umweltbedingungen (ESD = environmental sex determination).
Hier waren bestimmte Reptilien (Pieau et al., 1999), Amphibien (Wallace et al.,
1999) und Fische (Conover & Heins, 1987; Baroiller et al., 1999) zu nennen. Wie
kann es denn aber bei P. formosa zu der beobachteten Geschlechtsumkehr

kommen?
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5.4.5 Geschlechtsdeterminierung bei P. formosa

Wir wissen nicht, was die Grinde fir das Entstehen der von Hubbs et al. (1959)
beschriebenen mannlichen P. formosa in natirlichen Habitaten sind. Bei den im
Labor entstandenen Mannchen, die in der vorliegenden Arbeit beschrieben wurden,
liegt sicherlich kein ESD vor, da sich keines der anderen Tiere in dem jeweiligen
Becken zu dieser Zeit umgewandelt hat. Diese Mannchen weisen zwei unabhangige
Ereignisse paternaler Introgression auf. Als Folge davon besitzen sie gleichzeitig
drei Chromosomensatze und 2 bis 3 Mikrochromosomen pro Zellkern. Diese Mikro-
chromosomen beinhalten den Makromelanophoren-Locus (Schartl et al., 1995b;
1997), der eine Region reprasentiert, die homolog zu dem subterminalen Ende der
Geschlechtschromosomen von Xiphophorus maculatus ist. Bekanntermal3en
beinhaltet diese Region die Gene fir die Geschlechtsdeterminierung (Gutbrod &
Schartl, 1999). Allerdings kann die Anwesenheit der Mikrochromosomen allein die
Entstehung von mannlichen Individuen nicht erklaren, da keiner der diploiden
Mikrochromosomen-Trager jemals einen mannlichen Phéanotyp ausgebildet hat.
Aber auch der triploide Chromosomensatz kann nicht alleine eine Geschlechts-
umkehr bewirken, da alle bisher gefundenen triploiden Individuen Weibchen waren.
Auch Freilandfange, die neben drei Chromosomensatzen noch ein Mikrochromosom
aufwiesen, zeigten keine Anzeichen von Geschlechtsumkehr (siehe Kapitel 4). Die
Tatsache, dal3 sowohl die von Hubbs & Hubbs (1932) gefundenen Mannchen
abnormale schwarze Flecken aufwiesen, als auch das triploide Mannchen bei
Rasch et al. (1965) das Pigmentmuster von Limia vittata aufwies, deutet darauf hin,
daR vielleicht nur dann eine Geschlechtsumkehr des ansonsten rein weiblichen
Amazonenkéarpflings stattfinden kann, wenn die Gene des Geschlechts-
bestimmungs-Locus auf den Mikrochromosomen mit den Genen eines zuséatzlichen

geschlechtsdeterminierenden Genorts auf dem dritten Haplom zusammenwirken.

5.4.6 Theorie zur Entstehung triploider ménnlicher Tiere bei P. formosa

Entstehung von P. formosa

Es wurden bereits einige Versuche unternommen, durch Kreuzung der vermuteten
Elternarten einen unisexuellen Hybriden zu erzeugen (Hubbs & Hubbs, 1946b;
Hubbs & Hubbs, 1946a; Prehn & Rasch, 1969; Turner et al., 1980; Schlupp, 1995).
Allerdings waren alle erhaltenen Hybriden bisexuell. Dies ist wohl darauf

zurlckzufuihren, dafd wahrscheinlich nicht die ,richtigen“ Populationen zur
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Nachzucht verwendet wurden, da die Entstehung von P. formosa offensichtlich ganz
besondere Voraussetzungen hinsichtlich des Genotyps der Elternarten und der

Kombination von Erbanlagen in den F;-Bastaren verlangt.

Die Eingeschlechtlichkeit von P. formosa kdnnte auf dem Zusammentreffen zweier

unterschiedlicher Geschlechtsbestimmungsmechanismen beruhen.

Angenommen P. latipinna wiese Geschlechtschromosomen auf, bei denen das
Mannchen heterogametisch (XY) und das Weibchen homogametisch (XX) ist, P.
mexicana hingegen wirde einen WZ / ZZ-Mechanismus aufweisen. Es wirden

folgende Gameten produziert, die bei einer Kreuzung zu folgenden Genotypen

fuhrten:
P. mexicana—Weibchen (WZ) x P. latipinna—Weibchen (XX) x
P. latipinna—Mannchen (XY): P. mexicana—Mannchen (Z2):
P.mex @ P.lat @
w V4 Q X
WX ZX ZX
X z
o ? @? @7
=
a wy zY
Y
? 3

Da es keine Versuche zu Kreuzungen von Individuen mit den zwei verschiedenen
Geschlechtsbestimmungsmechanismen (XX/XY und ZW/ZZ) innerhalb einer
Gattung gibt, bleibt nur zu spekulieren, welches Geschlecht ein Organismus mit
dem Genotyp ZX hat. In einem vor kurzem veréffentlichten Ubersichtsartikel tiber
die Evolution von Geschlechtschromosomen bei Vdgeln (Ellegren, 2000) werden
Beispiele angefihrt, die darauf hindeuten, dal3 zwei Z-Chromosomen vorhanden
sein mussen, um den mannlichen Phanotyp auszulésen (Haploinsuffizienz).
Demzufolge sollte ein Individuum mit dem Genotyp ZX weiblich sein. Demnach
wirden bei der Kreuzung P. mexicana (= Mutter) x P. latipinna (= Vater) sowohl
weibliche (WX, WY, ZX) als auch mannliche Tiere (ZY) in einem Verhéltnis von 3:1
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entstehen, wéahrend bei der Kreuzung P. latipinna (= Mutter) x P. mexicana (= Vater)

nur ein moglicher Genotyp resultierte (ZX).

Nimmt man dagegen an, daf} P. mexicana einen XX / XY-Mechanismus aufweist, P.
latipinna hingegen einen ZZ / ZW-Mechanismus, wie von Sola et al. (1990)

vorgeschlagen, so ergibt sich folgendes Szenario:

P. mexicana — Weibchen (XX) x P. latipinna - Weibchen (ZW) x
P. latipinna — Mannchen (Z2): P. mexicana — Mannchen (XY):
P. mex @ P.lat ¢
X w V4
) WX ZX
O ZX v
~ o ? ?
D- 9
WY zY
Y
? 3

Bei diesem Schema stellt sich heraus, dal3 es nur einen Genotyp geben sollte, wenn
man P. mexicana-Weibchen (XX) mit P. latipinna-Mannchen (ZZ) kreuzt. Dies
stimmt mit den Ergebnissen Uberein, die wir aus Kreuzungsergebnissen erhalten
haben: Die F;-Generation aus P. mexicana (F.O. 90) x P. latipinna (F.O. 90)
bestand ausschliel3lich aus Weibchen. Daraufhin wurden Kreuzungen angesetzt, bei
denen P. latipinna (F.O. 38) den mutterlichen Organismus darstellte, wahrend P.
mexicana (F.O. 38) als Vater fungierte. In diesem Fall entstanden tatsdchlich
Individuen beider Geschlechter, allerdings deutlich weniger Mannchen (N = 6 von

30). Dies geht mit dem Schema konform.

Dies wére ein Hinweis darauf, dal} die Eingeschlechtlichkeit von P. formosa
aufgrund der Unterschiedlichkeit der Geschlechtsdeterminismen beider Eltern

entstanden sein kénnte.

137



5 Triploide Mannchen Diskussion

Entstehung triploider P. formosa-Mannchen

Kommt nun aufgrund paternaler Introgression bei den gefleckten P. formosa-
Weibchen (XZ mit Mikrochromosomenen ,m*) ein weiterer Chromosomensatz dazu

(X, Y oder Z), so ergibt sich folgendes Bild:

P. formosa-Weibchen (XZ + m) x P. formosa-Weibchen (XZ + m) x
P. mexicana-Mannchen (XY): Liberty Molly-Mannchen (vermutl. ZZ):
P.form @ P.form Q@
XZ + m XZ + m
XXZ +m - O XZZ +m
X S
> 2 8352 ¢
o) i
E XYZ +m
Y
3

Aus diesem Schema geht hervor, dall das Einschleusen eines dritten
Chromosomensatzes von einem XY-Mannchens in 50% der Falle zu einem
Méannchen fuhren sollte, wéhrend die Addition eines Chromosomensatzes eines ZZ-
Mannchens in 100 % zu einem Mannchen fihren sollte. Diese Berechnung deckt
sich mit unserer Beobachtung, dal’ unter 10 ph&notypischen P. formosa-Mannchen
nur eines aus einer Paarung von gefleckten P. formosa-Weibchens mit P.
mexicana-Mannchen (vermutlich XY) stammt, wahrend alle anderen Liberty Molly-
Mannchen als Vater haben (vermutlich ZZ). Welche Rolle in dieser Berechnung
jedoch die Mikrochromosomen spielen, ist unklar. Daher wird die Klonierung der
Mikrochromosomen (Kapitel 3) auch zur Aufklarung der Geschlechtsdeterminierung

bei den genannten Arten beitragen kénnen.
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5.4.7 Ausblick

Um weitere Einblicke in die genetischen Mechanismen der Geschlechtsbestimmung
und die Entstehung der triploiden Mannchen bei Poecilia zu erhalten, ergeben sich

folgende zuklnftige Experimente:

= Es soll untersucht werden, ob die P. formosa-Méannchen niedrigere Werte an 11-
Ketotestosteron aufweisen und wie sich eventuelle Unterschiede auf die

Spermatogenese und die sexuelle Motivation auswirken.

= Feulgen-Messungen an Testisgewebe (Stock & Grosse, 1997) sollen Aufschluf3

daruber geben, in welchem Stadium die Spermatogenese gestort wird.

= Der Nachweis, ob die P. formosa-Mannchen die gefleckten P. formosa-
Weibchen bevorzugten, weil sie selbst gefleckt sind (Wahl des gleichen aul3eren
Erscheinungsbildes) oder weil sie mit gefleckten Tieren aufgewachsen sind
(Wahl des vertrauten Stimulus), 1&3t sich fuhren, indem man Hybrid-Mannchen
(P. latipinna x P. mexicana) ebenfalls mit gefleckten Weibchen aufwachsen laft
und sie anschlieBend zwischen gefleckten und ungefleckten P. formosa-

Weibchen wahlen laft.

= Um auszuschlieBen, daR die P. formosa-Méannchen die wildtypischen, sexuellen
Weibchen deshalb nicht befruchteten, weil sie diese nicht attraktiv fanden,
sollten sie mit gefleckten sexuellen Weibchen verpaart werden. Diese Weibchen
entstehen durch die Kreuzung sexueller Hybrid-Weibchen (P. latipinna x P.

mexicana) mit Black Molly.

= Die Qualitat der P. formosa-Spermien muf3 anhand kinstlicher Befruchtungen

sexueller Weibchen mit P. formosa-Spermien untersucht werden.

= Um festzustellen, welchen EinfluB die Mikrochromosomen bei der
Vermannlichung im Vergleich zu dem dritten Haplom haben, sollen in einem
Langzeitversuch P. formosa des Wildtyps (ohne Mikrochromosomen) mit Liberty
Molly-M&nnchen angepaart werden. Im Falle der Addition eines dritten Haploms
entstinden Tiere, die sich genetisch von den P. formosa-Mannchen nur durch
die Abwesenheit der Mikrochromosomen unterscheiden. Da in diesem Fall eine
paternale Introgression nicht durch den Phéanotyp sichtbar wird, sollte die
Population stichprobenhaft mit Hilfe der DurchfluRzytometrie (Lamatsch et al.,
2000b) auf triploide Tiere hin untersucht werden. Diese werden dann auf ihre

sexuelle Entwicklung hin beobachtet und untersucht.
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= Kreuzungen zwischen P. mexicana und Liberty Molly bzw. P. latipinna und
Liberty Molly sollen klaren, welchen Geschlechtsdeterminismus die jeweiligen

Arten aufweisen.

= Um die evolutive Bedeutung von triploiden P. formosa-Mannchen abschatzen zu
kénnen, soll im Freiland intensiv nach phanotypischen Mannchen gesucht

werden und diese gegebenenfalls auf ihren Ploidiegrad untersucht werden.

Die vorliegenden Ergebnisse sowie die Literatur zeigen, dal’ paternale Introgression
selten, aber doch regelmaRig, auftritt. Allerdings scheint das Vorkommen
mannlicher P. formosa — besonders in naturlichen Habitaten — zu selten und ihre
sexuelle Motivation im Vergleich zu anderen Spermiendonatoren zu gering zu sein,
als daf? P. formosa-Weibchen einen grof3en Vorteil davon hatten. Die P. formosa-
Weibchen kénnten nur dann von der Anwesenheit ,eigener Mannchen* profitieren,
wenn sie mit Spermiendonatoren vergesellschaftet sind, die stark zwischen
arteigenen und artfremden Weibchen unterscheiden (z.B. P. latipinna). In diesem
Fall hatten auch die P. formosa-Mannchen einen indirekten Fitnef3gewinn (Brown,
1980) aufgrund Verwandtschaftsselektion (Maynard-Smith, 1964; Hamilton, 1964).
Demnach sollten P. formosa-Mannchen deutlich ofter in der Population von

Brownsville auftreten. Dies bestatigt die Literatur.

Einen direkten FitneRBgewinn kdnnten die P. formosa-Mannchen erreichen, wenn sie
— wie fertile triploide Weibchen (siehe Kapitel 4) — ihre Gene an die F;-Generation
weitergaben. Da sie im Labor aber weder sexuelle Weibchen befruchtet noch einen
im DNA-Fingerprint nachweisbaren genetischen Anteil an ihre Nachkommen mit
gynogenetischen Weibchen vererbt haben, bedarf die Frage nach ihrer evolutiven

Bedeutung weiterer Untersuchungen, besonders in den natirlichen Habitaten.
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Der Umstand, dafl} Biologen ein ganz besonderes Interesse am Ungewdhnlichen
bzw. Besonderen haben, 4Rt sich auch forschungstheoretisch rechtfertigen, denn
durch die Analyse auBergewohnlicher Vorgdnge erhdlt man oft ein besseres
Verstandnis fur die vorherrschenden regularen Ablaufe: Durch das Studium von
Krebskrankheiten erhalt man Wissen Uber die entscheidenden Vorgéange, die den
normalen Ablauf von Wachstum und Entwicklung bestimmen, die Folgen von
Mutationen geben Hinweise auf die Funktion normaler Gene, und ungewdhnliche
Fortpflanzungsstrategien vermitteln uns die Bedeutung von Rekombination,

Segregation und Fusion von Gameten.

Unisexuelle Vertebraten

In dieser Hinsicht stellen unisexuelle Vertebraten ein optimales Forschungsgebiet
dar, wenn man sich die Frage nach dem Sinn von Sexualitat (Bell, 1982) stellt:
Bislang sind nur etwa 50 unisexuelle Arten bekannt, was etwa 0.1 % aller
Vertebratenspezies darstellt. Alle unisexuellen Arten weisen alternative reproduktive
Strategien zur sexuellen Fortpflanzung auf (Parthenogenese, spermienabhdngige

Parthenogenese, Vrijenhoek et al., 1989).

Spermienabhangige Parthenogenese

Die Urspriinge spermienabhangiger Parthenogenese (= Gynogenese) sind meist
auf interspezifische Hybridisierungsereignisse (Vrijenhoek et al., 1989) oder
Polyploidisierung (Beukeboom & Vrijenhoek, 1998) zurlckzuflihren. Die evolutive
Bedeutung spermienabhédngiger Parthenogenese ist unklar. Aufgrund der
physiologischen Zwange, einen Spermiendonator flr die Aktivierung der Eizellen zu
finden, konnte es sich dabei um ein Ubergangsstadium von sexueller Reproduktion
zu obligater Parthenogenese handeln (Beukeboom & Vrijenhoek, 1998).
Spermienabhangige Parthenogenese kdnnte allerdings auch erhalten worden sein,
um dem Organismus durch das eindringende Spermium die Mdglichkeit zu bieten,
zwischen Centrosomen zu wahlen oder das paternale Genom als Vorlage fiir DNA-
Reparaturen zu verwenden (siehe Beukeboom & Vrijenhoek, 1998). Als weiterer
adaptiver Mechanismus wird paternale Introgression angefihrt (Hedges et al., 1992;

Schartl et al, 1995b). Die Spermienabhéangigkeit zwingt unisexuelle
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Parthenogenoten zweigeschlechtliche Arten zu parasitieren (Kleptospermie). Sie
sind damit auf die Verbreitungsgebiete der Wirte beschrankt und kénnen diese nicht

verdrangen, ohne ihre eigene Existenz zu geféahrden.

Paternale Introgression bei P. formosa

Bei P. formosa handelt es sich um ein unisexuelles Wirbeltier, das sich
gynogenetisch fortpflanzt. Wie fir einigen andere asexuelle Vertebraten (Hedges et
al., 1992; Quattro et al., 1992; Spolsky et al., 1992) ist auch fur P. formosa belegt
(Schartl et al., 1995a), dal} diese Art wesentlich &lter ist, als auf der Basis von
Muller’s ratchet fir moglich gehalten wurde (Muller, 1964; Lynch & Gabriel, 1990).
Der Vorschlag von Schartl et al. (1995b), dalR der evolutive Erfolg von P. formosa
u.a. auf dem Eindringen subgenomischer DNA-Mengen in die Oozyte beruhen
konnte, wodurch die Anhdufung schadlicher Mutationen durch “frisches”
genetisches Material kompensiert wirde, wurde von Beukeboom et al. (1995)
miRverstanden und deshalb kritisiert und wird seitdem kontrovers diskutiert (Schlupp
et al., 1998; Beukeboom & Vrijenhoek, 1998).

Interessanterweise konnten ausschlie3lich zwei Formen paternaler Introgression
identifiziert werden: Mikrochromosomen und Addition des gesamten Spermien-
haploms. Eigentlich ware zu erwarten, dal3 jedes beliebige paternale Chromosom
der enzymatischen Abbaumaschinerie, die die Oozyte normalerweise von dem
Spermiengenom saubert, entgehen kdnnen sollte. Dies wirde in Aneuploidien mit
47 bis 68 Chromosomen resultieren. Ob Mikrochromosomen bestimmte Bereiche
von Autosomen (z.B. Zentromerregion bzw. perizentische Bereiche) darstellen, die
aufgrund struktureller Besonderheiten resistent gegen Degeneration oder Abbau in
der gynogenetischen Oozyte sind wird Gegenstand zukinfiger Untersuchungen

sein.

Nachdem vermutet wird, daf® eine Ploidiegraderhohung durch tatsachliche
Befruchtung der diploiden Eizelle durch das Spermium einem ,Verdinnungseffekt*
von Mutationen zukommt (Beukeboom & Batenburg, 2001; Beukeboom &
Vrijenhoek, 1998) und auch nicht eindeutig ausgeschlossen werden kann, dal3 es in
seltenen Fallen zu Rekombination zwischen dem klonalen Genom und Uberzéahligen
Chromosomen kommt (Beukeboom & Vrijenhoek, 1998), kdnnte man mutmal3en,
daR die spermienabhdngige Parthenogenese kein rein asexueller Fort-

pflanzungsmodus zu sein scheint wie urspringlich angenommen. Vor diesem
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Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit die verschiedenen Formen paternaler

Introgression und deren evolutive Bedeutung untersucht.

Paternale Introgression und Krebs

Parallel zum Xiphophorus-Melanom-System (Schartl, 1995) stellt P. formosa
aufgrund der Klonalitat ein wichtiges Modellsystem dar, um allgemeine
Grundmechanismen der Tumorgenese verstehen zu konnen. Da das Auftreten
maligner Melanome mit der Prdsenz der (berzéhliger Chromosomen
(Mikrochromosomen oder B-Chromosomen) korreliert, kdnnen die auslosenden

Faktoren bereits von 1875 Mb auf etwa 4.7 Mb eingegrenzt werden.

Da uberzahlige Chromosomen normalerweise genetisch inert sind (Jones & Rees,
1982) liefert die Identifizierung eines Mikrochromosoms mit funktionellen paternalen
Farbgenen, die in dem neuen genetischen Hintergrund exprimiert werden, einen
wichtigen Aspekt im Hinblick auf die Entstehung und Evolution von B-
Chromosomen. Durch die Aufklarung der Funktion solcher Gene kénnen allgemeine
Erkenntnisse Uber die transformierenden Vorgange erwartet werden, die zur

Ausbildung eines Tumors fuhren.

Die methodischen Schwierigkeiten, die sich bei der Isolierung des
Mikrochromosoms aufgrund seiner geringen GréRe boten, konnten mit Hilfe der
AFLP-Technik Gberwunden werden. Die molekulare Charakterisierung der ersten
mikrochromosomalen Sequenzen stellt einen ersten wichtigen Schritt zur
Identifizierung der Gene dar, die fur die Ausbildung maligner Melanome

verantwortlich sind, sowie fir einige der oben angefuhrten Hypothesen.

Paternale Introgression und Polyploidie

Das fast ausschlie3liche Vorkommen allotriploider P. formosa in Gebieten, in denen
P. formosa mit der ndérdlichen Unterart P. mexicana limantouri sympatrisch
vorkommt, konnte mit einer schnellen und zuverlassigen Methode zur
Ploidiegradbestimmung anhand von Riickenflossenproben (Lamatsch et al., 2000b)
bestétigt werden. Diese triploiden Weibchen waren fertil und produzierten ihrerseits
triploide Nachkommen nachweislich bis in die dritte Generation. Dabei stellt sich die
Frage, inwieweit bei diesem Befund die Interaktion zwischen der diploiden P.
formosa-Oozyte und dem haploiden P. mexicana limantouri-Spermium eine Rolle

spielt. Eine andere zu uberprifende Erklarungsmoglichkeit wéare, dafd nur die
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genetische Kombination aus P. formosa und P. mexicana limantouri in ganz
seltenen Fallen fertile triploide Individuen hervorbringt. Die Chance jedoch, im
Freiland einzelne Triploidisierungsereignisse in Form von sterilen Weibchen zu

detektieren, ist marginal.

Da es keine hervorstechenden Einwande gegentber einer weiteren Erhdhung des
Ploidiegrades auf z.B. vier Chromosomenséatze gibt, ist unklar, warum weder in
natirlichen Populationen noch unter den Nachkommen triploider Freilandfange
jemals tetraploide Individuen identifiziert werden konnten. Es kénnte jedoch sein,
daR evtl. entstandene tetraploide P. formosa nicht fertil waren und somit keinen
nennenswerten Beitrag zur Populationsstruktur lieferten. Diese Uberlegungen
lassen vermuten, daf} sowohl die urspriingliche Entstehung von diploiden sowie von
triploiden P. formosa auf einige wenige Hybride zuriickgeht bzw. jeweils auf ein

einmaliges Ereignis zuriickzufuhren ist.

Die erstmalige Entdeckung eines Mosaiktieres bei P. formosa wirft weitere
interessante Fragen auf, da bislang nicht geklart ist, ob Mosaike durch verzogerte
Befruchtung oder durch Genomverlust entstehen. Durch den Verlust des
Minderheitensatzes (l) aus der triploiden Zygote (mim) oder aus frihen triploiden
Blastomeren konnte ein diploider, sich sexuell reproduzierender P. mexicana (mm)
restauriert werden. In diesem Falle wiirde P. formosa keine ,evolutive Sackgasse”
mehr darstellen, da die Gene in die sexuelle Population zurickflossen. Damit
bekdme die Paarung der Wirtsmannchen mit den parasitischen P. formosa-

Weibchen tatséachlich einen adaptiven Wert (Beukeboom et al., 1995).

Paternale Introgression und klonale Variabilitat

In natdrlichen Populationen konnte nachgewiesen werden, daf} Triploide eine
deutlich hohere klonale Variabilitat aufweisen als Diploide, die mit paternaler
Introgression in Form eines ganzen Chromosomensatzes erkléart werden kdnnte.
Wie hoch die klonale Variabilitat diploider Individuen ist, die paternale Introgression
in Form von Mikrochromosomen erfahren haben, konnte bislang nicht geklart
werden. Eine Erhdéhung der klonalen Variabilitdt durch paternale Introgression
konnte evtl. einige der Nachteile von Asexualitédt kompensieren. Allerdings konnte
noch nicht entschieden werden, ob die verschiedenen identifizierten triploiden Klone
auf mehrere paternale Introgressionsereignisse zuriickgehen oder auf ein einziges,
wobei dann die Kklonale Variabilitat auf individuelle Mutationsereignisse

zurlickzufuhren ware.
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Paternale Introgression und Rekombination

Ob Uberhaupt und wenn ja, inwieweit jedoch Rekombination zwischen dem
eingeschleusten paternalen genetischen Material und den Autosomen des
asexuellen Organismus stattfindet, ist bislang nicht eindeutig geklart. Die Tatsache,
daRR es zyklische Parthenogenoten gibt, die sich vorwiegend asexuell fortpflanzen,
aber unter bestimmten Umstanden eine sexuelle Generation einschlieRen (Hebert,
1987), zeigt, daR ,ein bilBchen Rekombination so gut sein kann wie viel
Rekombination* (Green & Noakes, 1995). Bell (1988) errechnete, daf} in grof3en
Populationen Muller’s ratchet schon durch eine sehr geringe Rekombinationsrate
aufgehalten werden konnte. Der Nachweis von Rekombination zwischen dem
eingeschleusten paternalen genetische Material und den Autosomen dirfte jedoch

schwer zu fuhren sein.

Paternale Introgression und Umkehr der Geschlechtsdeterminierung

Die Grinde fur das Auftreten der P. formosa-Mannchen sind vermutlich auf die
Kombination der Makromelanophoren-Locus-tragenden Mikrochromosomen mit
einem dritten, durch ein zweites unabhangiges paternales Introgressionsereignis
hinzugekommenen Chromosomensatzes zurickzufihren. Exogene Faktoren
konnten weitgehend ausgeschlossen werden. Bis auf die Hypospermie und eine
verringerte sexuelle Motivation konnten keine Unterschiede zu gonochoristischen
Mannchen festgestellt werden. Als Grund fir die Produktion der wenigen, vermutlich
Uberwiegend aneuploiden Gameten ist anzunehmen, dal3 die Spermatogenese
triploider Mannchen zu ,klassischen Meiose | - Abnormitaten“ mit wahrscheinlich
letalen Folgen fir sexuell produzierte F; fuhrt. Lediglich das aufl3ergewdhnliche
Fortpflanzungsprinzip ,Gynogenese” erdffnet den triploiden P. formosa-Méannchen
die Mdoglichkeit, funktionell zur Entstehung von Nachkommen bei P. formosa-
Weibchen beizutragen. Inwieweit die Abnormitaten bei der Spermatogenese, der
Hormonstatus und die sexuelle Motivation der Fische zusammenhangen bedarf

noch der Klarung.

Aufgrund der relativ groRen Anzahl (33) an gefundenen P. formosa-Mannchen in
der Umgebung von Brownsville (Tx, USA) sowie der fast volligen Abwesenheit von
triploiden P. formosa-Weibchen in dieser Gegend drangt sich die Uberlegung auf,
ob sich dort nicht alle Triploiden P. formosa zu Mannchen entwickelten. Da bis vor

kurzem der Ploidiegrad der identifizierten Mannchen nicht bericksichtigt wurde,

145



6 Diskussion

waren diese Individuen nicht als Triploide in die Statistik eingegangen. Dem soll

nachgegangen werden.

Die evolutive Rolle triploider Mannchen im P. formosa-Fortpflanzungskomplex kann
nicht abschlieRend beurteilt werden. Angesichts der geringen Haufigkeit ihres
Auftretens scheinen sie auf Populationsebene ein eher unbedeutsames Phdnomen
darzustellen. FiUr die Evolutionsbiologie legt ihre Entstehung jedoch wichtige
Mechanismen bezlglich der Funktionalitat scheinbar entbehrlicher Gene sowie der

Geschlechtsbestimmung bei der Gattung Poecilia offen.

Die vorliegenden Ergebnisse uber paternale Introgression (Abbildung 56) kdnnen
zur Aufklarung der Frage beitragen, warum P. formosa und andere asexuelle
Organismen offenbar langer Uberlebten als vorhergesagt. Im Gegensatz zu den
bisherigen Annahmen konnte es sich bei spermienabhé&ngiger Parthenogenese
nicht etwa nur um eine unvollkommene Parthenogenese handeln, sondern um einen
gut angepal3ten Fortpflanzungsmodus, der die Vorteile von asexueller mit denen

sexueller Fortpflanzung kombiniert.
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Abbildung 56: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit.
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Die Frage nach der Entstehung und Beibehaltung von sexueller Reproduktion nimmt
in der Biologie eine zentrale Stellung ein. Dazu werden seit langem die Vor- und
Nachteile asexueller Fortpflanzung diskutiert, da man sich von einer vergleichenden
Betrachtungsweise wichtige Aufschlisse erwartet. Dem kurzfristigen Vorteil der
schnelleren Vermehrung stehen langfristige Nachteile entgegen: Aufgrund fehlender
genetischer Rekombinationsprozesse kénnen sich schadliche Mutationen im Laufe
der Generationen anhaufen (,Muller's ratchet"), und schnelle Anpassung an eine

veranderte Umwelt oder neue Abwehrstrategien gegen Parasiten werden erschwert.

Der Amazonenkéarpfling, Poecilia formosa, stellt einen Organismus dar, dessen
Fortpflanzung in Folge eines interspezifischen Hybridisierungsereignisses vom
ublichen bisexuellen Muster abweicht: Es treten normalerweise nur Weibchen auf,
die sich gynogenetisch vermehren. Hierbei werden die unreduzierten diploiden
Eizellen durch Spermien sympatrisch vorkommender sexueller Wirtsm&nnchen
nahe verwandter Arten (P. latipinna oder P. mexicana) stimuliert, um eine
parthenogenetische Entwicklung der Embryonen zu initieren. Es findet keine
Karyogamie statt, so dalR die Nachkommen in der Regel untereinander und mit ihren

Muittern genetisch identisch (klonal) sind.

Molekularbiologische Untersuchungen ergaben jedoch, daf3 P. formosa wesentlich
alter ist, als dies auf der Basis von ,Muller’s ratchet zu erwarten war. Eine mogliche
Erklarung dafir ware, dalR in seltenen Fallen vaterliches Erbmaterial an die
Nachkommen weitergegeben werden kann (paternale Introgression). Sowohl in
natirlichen Lebensrdumen als auch unter Laborbedingungen konnten nur zwei
Formen paternaler Introgression identifiziert werden: Kommt es aufgrund von
Karyogamie zu einer tatsachlichen Befruchtung der diploiden Oozyte durch das
haploide Spermium entstehen triploide Individuen. In anderen Féllen verbleiben
nach der Aktivierung durch das artfremde Spermium nur geringe DNA-Mengen in
der Oozyte, die in den Kern aufgenommen werden und im Karyotyp als tiberzahlige

Chromosomen, sog. Mikrochromosomen, zu identifizieren sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 paternale Introgression ein

fester Bestandteil naturlicher Populationen von P. formosa ist. Mittels einer eigens

dazu etablierten minimal-invasiven Methode zur durchflul3zytometrischen Messung

des DNA-Gehalts an Ruckenflossenmaterial wurde die Haufigkeit triploider

Individuen im Rio Purificacion (Mexiko) bestimmt. Triploide Freilandfange sind fertil
148



7 Zusammenfassung

und produzieren mindestens bis in die dritte Generation ausschlief3lich triploide
Nachkommen ohne eine weitere Anhebung des Ploidiegrades. Die Vermutung,
triploide P. formosa kdnnten eine erhdhte Wachstumsrate aufweisen, konnte nicht
bestétigt werden. Die erhaltenen Hinweise auf eine erhdhte Reproduktionsrate
Triploider widersprechen den Literaturdaten und bedirfen weiterer Untersuchungen.
Mit Multilocus DNA-Fingerprints wurde festgestellt, dal3 Triploide eine hohere
klonale Variabilitat aufweisen als Diploide. Dieses Ergebnis konnte auf die paternale
Introgression zurlckzufihren sein. Anhand von Karyotypisierungen konnten fiunf
verschiedene chromosomale Klone identifiziert und deren Haufigkeit ermittelt
werden. Die ldentifizierung des ersten diploid/triploiden Mosaiktieres bei P. formosa
eroffnet neue Perspektiven in Hinblick auf den adaptiven Wert spermienabhéangiger
Parthenogenese, da evtl. die eingeschleusten paternalen Gene der Wirtsmannchen
wieder in die sexuelle Population zurtckflieRen konnten. In Habitaten auf3erhalb des

Rio Purificacion konnte keine paternale Introgression festgestellt werden.

Die Untersuchung paternaler Introgression bei P. formosa schliel3t neben Triploidie
auch das Auftreten von Mikrochromosomen mit ein. Unter Laborbedingungen waren
Individuen aufgetreten, die Mikrochromosomen von Black Molly, einer schwarzen
Zuchtform der Gattung Poecilia, erhalten haben. Da einige der Mikro-
chromosomentrager ebenfalls ein Pigmentmuster ausbildeten, sind die Mikro-
chromosomen offensichtlich Trager der dominanten Gene, die bei Black Molly fir
die Schwarzfarbung codieren. Ein Teil der Individuen entwickelt, ausgehend von
diesen Pigmentflecken, maligne Melanome. Durch die Aufklarung der Funktion
solcher Gene koénnen allgemeine Erkenntnisse Uber die transformierenden
Vorgédnge erwartet werden, die zur Ausbildung eines Tumors fihren.
Mikrochromosomen-tragende P. formosa haben damit das Potential, als neues

Modellsystem fir die Krebsforschung zu dienen.

Mit Hilfe der AFLP-Fingerprint-Technik konnten erste mikrochromosomale
Sequenzen identifiziert werden und z.T. naher charakterisiert werden. Zu der
bislang erhaltenen Sequenz gibt es zum jetzigen Zeitpunkt in keiner der verfligbaren
Datenbanken Homologien. Die relativ schwache Intensitat der Bande laf3t jedoch
vermuten, dal3 es sich dabei nicht um eine hochrepetitive Sequenz handelt, womit
die Chance besteht, dal’ es sich bei der isolierten Sequenz um einen Teilbereich
eines Gens handeln konnte. Da Uuberzahlige Chromosomen normalerweise
genetisch inert sind, liefert die Identifizierung von Mikrochromosomen mit

funktionellen paternalen Farbgenen, die in dem neuen genetischen Hintergrund
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exprimiert werden, einen wichtigen Aspekt in Hinblick auf die Entstehung und

Evolution von Uberzéahligen Chromosomen.

Die beiden Formen paternaler Introgression konnen jedoch auch kombiniert
vorliegen. So handelte es sich bei den unter Laborbedingungen spontan
aufgetretenen P. formosa-Mannchen ausnahmslos um Tiere, die zu den paternal
eingeschleusten Mikrochromosomen von Black Molly durch ein zweites Intro-
gressionsereignis ein weiteres Genom von einem wildtypisch gefarbten Mannchen
erhalten hatten. Die Allotriploidie konnte im Multilocus DNA-Fingerprint
nachgewiesen werden. Der Vergleich zu Mannchen gonochoristischer Arten (P.
mexicana, P. latipinna sowie deren Hybride) ergab keine Unterschiede im
Sexualverhalten und in der Morphologie sekundéarer Geschlechtsmerkmale. Es
wurden jedoch Unterschiede in der sexuellen Motivation, in den
Differenzierungsstadien der Gameten in den Testes, sowie der Anzahl und dem
Ploidiegrad der Spermien festgestellt. Diese Unterschiede ergaben sich
wahrscheinlich alle aus dem somatischen Ploidiegrad: Synapsis fuhrte in der
Spermatogenese der triploiden Mannchen zu Bi- und Univalenten, die
ungleichmaflig auf die Gameten verteilt wurden. Daraus resultierten nur wenige,
vermutlich tberwiegend aneuploide Spermien. Diese reichen qualitativ aus, um die
Embryogenese bei gynogenetischen Weibchen zu initiieren, jedoch nicht, um die
Gameten sexueller Weibchen zu befruchten. Inwieweit die Abnormitaten bei der
Spermatogenese den Hormonstatus und die sexuelle Motivation der Fische
beeinflussen, soll in nachster Zukunft untersucht werden. Die evolutive Bedeutung
der triploiden Mannchen liegt wohl vor allem in dem gewonnenen Einblick in die
Funktionalitat scheinbar entbehrlicher Gene in unisexuellen Arten und die

Geschlechtsbestimmung bei der Gattung Poecilia.

Die vorliegenden Ergebnisse Uber paternale Introgression kénnen zur Aufklarung
der Frage beitragen, warum P. formosa und andere asexuelle Organismen offenbar
langer Uberlebten, als vorhergesagt. Im Gegensatz zu den bisherigen Annahmen
konnte es sich bei spermienabhangiger Parthenogenese nicht etwa nur um eine
unvollkommene Parthenogenese handeln, sondern um einen gut angepaliten
Fortpflanzungsmodus, der die Vorteile von asexueller mit denen sexueller

Fortpflanzung kombiniert.
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One of the greatest challenges in evolutionary biology is explaining the widespread
occurrence of sexual reproduction and the associated process of genetic
recombination. Comparing the advantages and disadvantages of sexual and
asexual reproduction is expected to give major insights to that ,queen of questions*.
Whereas asexual females have the short term advantage of producing twice as
many daughters as sexual females, they are also expected to suffer from long-term
constraints: Due to the absence of genetic recombination, asexuals are prone to
accumulate deleterious mutations (Muller’s ratchet), and adaptation to changing

environments or the escape from parasite load will be aggravated.

The Amazon molly, P. formosa, resembles an organism which shows an alternative
reproductive mode to the ubiquitous bisexual reproduction. Being an all-female
species due to interspecific hybridization, it reproduces gynogenetically: Unreduced
diploid eggs are only activated by sperm of males of closely related sympatric
species. Without karyogamy the oocytes develop parthenogenetically leading to

genetically identical (clonal) offspring.

Molecular phylogenetic data suggest that P. formosa might have survived longer
than predicted by Muller’s ratchet. To explain this paradox, two phenomena which
have been observed in natural populations as well as in laboratory broods are taken
into consideration: Triploidy and occurrence of microchromosomes as a con-
sequence of paternal introgression. Both forms of paternal introgression allow the

transfer of fresh genetic material that could compensate for Muller’s ratchet.

Triploidy results from the successful insemination of the unreduced diploid eggs with
haploid host sperm and subsequent karyogamy, whereas microchromosomes are
small supernumerary chromosomes that seem to be the left over of the enzymatic
machinery which normally clears the egg from the sperm nucleus after activation

has occurred.

In the work presented here it has been shown that paternal introgression is a stable
component of natural populations of P. formosa. Using cell samples from the dorsal
fin of living fishes for flow cytometric determination of the nuclear DNA content, the
frequency of triploids from the Rio Purificacion (Mexico) was analyzed. Wild-caught
triploid females are fertile and produce exclusively triploid offspring gynogenetically
which was proved for up to three generations. No further elevation of the ploidy level
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was ever detected. Presumed faster growth rates of triploids could not be confirmed
whereas the here observed higher reproductive success of triploids is contradictory
to reports in the literature. These problems require further studies. By using
mulitlocus fingerprinting a higher clonal variability of triploids versus diploids could
be detected that might be the consequence of paternal introgression. Karyotypic
analysis revealed five different chromosomal clones and their frequency in the Rio
Purificacién. The detection of the first 2n/3n mosaic opens new perspectives of
gynogenesis being adaptive, namely if the paternal genes may flow back into the
sexual population. From locations others than in the Rio Purificacion, no fish with

this type of paternal introgression were found.

Besides triploidy we also investigated the occurrence of microchromosomes as a
consequence of paternal introgression. These microchromosomes are of special
interest as they obviously carry the dominant genes coding for the black body
pigmentation of the Black molly. Some animals develop malignant melanomas
originating from these black blotches. Therefore, identifying the function of these
genes is expected to provide important insights into the transforming processes
leading to tumor formation. Black spotted fish carrying two to three
microchromosomes from the Black molly were used to isolate microchromosome-
specific sequences. By using AFLP based fingerprinting technique the first
microchromosome-specific sequence could be identified. Yet, it renders no
homologies in any of the available data bases. However, the weak signal of the
selected band indicates that it is not a highly repetitive sequence. Hence, there is a
fairly good chance that this sequence represents a fragment of a gene. Normally
being genetically inert, the identification of supernumerary chromosomes with
functional paternal genes that are expressed in a foreign genetic background will

help to elucidate how supernumerary chromosomes originate and evolve.

Both forms of paternal introgression may also occur in combination. It was shown
that the animals from the microchromosome-carrying stock of P. formosa which
spontaneously developed into males were all carrying an additional haplom most
probably from a wild-type pigmented Poecilia male. Multilocus fingerprinting proved
their allotriploid state. Comparing these triploid P. formosa males qualitatively with
gonochoristic males (P. mexicana, P. latipinna, Hybrids) no significant differences
could be resolved in the mate choice behavior or male secondary sexual

characteristics. However, differences were detected in the sexual motivation,
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differentiation of gametes in the testes, as well as in number and DNA content of
sperm. These recorded differences might probably all be traced back to their
somatic ploidy level: During synapsis in meiosis | bivalents as well as univalents are
formed which lead after segregation to predominantly unbalanced gametes. These
manage to stimulate embryogenesis in gynogenetic females but fail to fertilize
sexual ova. To which extent the abnormal spermatogenesis, the hormone levels,
and the sexual motivation are effected by each other has to be investigated in the

future.

The evolutionary significance of triploid males is mainly based on the information we
are gaining about the function of dispensable genes and sex determining

mechanisms in Poecilia.

The results on paternal introgression obtained here can contribute to answer the
question why P. formosa as well as other unisexual vertebrates survived longer than
predicted. Contradictory to common knowledge, gynogenesis might not be an
imperfect parthenogenesis but a well adapted reproductive mode combining the

advantages of asexual and sexual reproduction.
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Schwanger vom Knutschen |

Idstein: Richter schliefit auch Jungfernzeugung nichi aus

¥Yon Sahine Krischke

IDSTEIN. Sachen gibt's, die gibt's nicht,
Oder besser: Manche Sachen aind so0 un-
glaublich, dass allein der Glaukbse hilft, Da-
tu gehiiren Dinge wie unbefleckte Emp-
fangnis® oder jungfriuliche Geburt®, Eine
Gnade, die bislang nur einer Frau zu Teil
wirde — und die schwebt belkanntlich hoch
fiber allem Weltlichen und ist diber jedes
menachliche Urteil erhaben. Wenn sber ei-
ne Frau irdischer Herkunft behauptet,
schwanger geworden zu sein, ohne Ge-
schlechtsverkehr gehabt zu haben, dann
rweifelt das Valk. - Zu Unrecht, So hat An-
fang Aogust Fritz Henge, Richter am
Amtagerichi in Idstein (Hheingau-Taunus-
Kreis) entschieden: Es ist zwar der Ragel-
fnll, dass Schwangerschaften - von kilnstli-
chen Befruchtungen abpesshen — durch
die Vallzichung des Geschlechtznktes 2u-
stande kommen®, fiihrt der Richter in sei-
nem Beschluss aus, der der FR vorliegt,
Doch ea pgebe Avsnahmen. Frau léfnne
auch vom blofen Herumknutechen mit ei-
nem Mann schwanger werden — vorausge-
setzt beide sind nacki Dies sef wissen-
gchafilich ebenrso wenig auszuschlisBan,
wie das sehr seliene Phinomen der Parthe-
nogenese, auf welchem immerhin die Kul-
turgaschichte des christlichen Abendlan-
des zo einem nicht unerheblichen Teil be-
ruht®, so Henge welter, Parthenogenese
heilit Jungfernzeugung. Und ist wissen-
schaftlich bislang nur fir die Insektenwelt
und wenig hochentwickelte Arten bewie-
sen; Stabheuschrecken, beatimemte YWir-
merarten und Rédertierchen. Aber der Ho-
mo Sapienz? Im Taunusstéidichen Idstein
soll gich im Jahr 1936 ein selches Waunder
ereignet haben. Bekannt wurde es elf Jah-
re s

Ll:ﬁe Vaterschaftsklage aus dem Jahr
1997 brachte das Unglaubliche ans Licht.
Bestatigt wurde ez allerdings erst jekst
durch Richter Henge. Begonnen hatte die
Geschichts ganz profan, als ¢ine Tren-
niingsskory,

Herr A, nennen wir thn so, aus Suls-
bach (Main-Taunus-Kreis) war einst mit
Frau A. verhsiratet und lebte in Tdstein.
Drei Kinder gingen aus der Ehe hervor,
wel Tichier und ein Sohn, heute 13 Jahra
alt. Das Ehepaar stritt sich, leble seit
1994 in Trennung und ist eeit 1988 offi-
ziell geschisden. Im Jahr 1947 war Hermn
A von einer Bekannten sugetragen wor-
den, dass gie 1986 beabachtet habe, wie sei-

ne damalige Gattin mit einem fremden
Mann in einem [deteiner Hotel verschwin-
den sai. Da der Sohn just in diesem Jahr
gezeugt wurde, kam A. der Verdacht, dass
ihm ein Ruckucksei ing Nest gelegt wurde.
Zu Recht. Zwar behauptets seine Ex-Frau
vor Gericht steil und fest, dass sie in der
Fevgungszeit  avsschlieflich mit ihrem
Ehegatten geschlochtlich verkehrt hat™

Ein INNA-Test ergab, dass A nicht der
Vater des Jungen sein kann. Das erboste
den Ex-Gatten sehr. Micht nur, dass ihm
Hirner aufgesetzt worden waren, Er hatte
an seine Ex-Frau jahrelang Unterhalts-
geld fiir das Kind eines fremden Mannes

zahlt. Da sich A, sicher war und ist, dass

inder nicht vom Himmel fallen, erstatte-
te er Anzeige gegen seine Ex-Frau wegen
Junaidlicher I-E:'lanhauauaga Ein Verge-
hen, das mit einer Haftstrale von drei Mo-
naten bis zu filnf Jahren bestraft wird. Die
Anoige landete bei der Staatsanwalt-
schaft Wiesbaden. Die stellte Antrag anf
Eriffinung eines Verfahrens gegen die Id-
steinerin, der - hier schliefit sich der Kreis
—von Richter Henge mit oben zitierier Be-
griindung abgewiesen wurde.

Er folgte damit in allen Punkten der Ar-
gumentation der Anwiilte von Frau A, die
dem Beschluss beiliegt. Darin heilit es,
dass die Angeachuldigte zwar tatsichlich
1986 mit .einem Herrn aus Hamburg® in
ginem Idsteiner Hotel abgestiegen sei,
dort aber ledigl -a:h lnit :m]bi unbelkei-
det herumge um Ge-
schlechtzakt sei :.'u mi:lit gﬁ_kﬂmmen, auch
zu keiner Ejakulation. Woraus die Anwil-
te ableiten: Frau A. wurde wohl beim He-
rumknutachen befruchtet, ohne dass eine
Penetration und erkennbarer Samener-
guss des Mannes statigefunden hat™.

Ein klarer, wenn such sehr seliener Fall
von Parthenogenese. Ein medizinisches
Gutachten holte Richter Henge in dieser
Sache nicht ein. Das bestitigt Rainer
Wild, Pressesprecher des Amtsgerichis Id-
stein, der FR, Der Richter habe sich auf gi-
genen Sachverstand” iitzt = was der
Btaatsanwaltschaft Wieshaden geniigte.
Harmm A, micht. Der wersteht die Welt nicht
mehr und zum Lachen ist thm schon gar
nicht rumute. Hatte er doch die Holfnung,
dass im Buge des Prozesses die Tdentitat
des Herrm aus Hamburg® ermittelt wiir-
de, dem er allzu gern eine saflige Rach-
nung prasentiert hatte. Im Fall einer unhe-
fleckten Empfangniz ist das natiirlich
nicht méglich.
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