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Zusammenfassung: In den Zwanzigetjahren des 20. Jahrhunderts wurde der Ostliche Moskitofisch Ganmbusia
holbrooki in vielen europiischen Lindern mit miBigem Erfolg zur Malariabekimpfung ausgesetzt. Im Zuge
der chemischen Bekimpfung wurde das Projekt bald vergessen. In vielen Gewissern Uberlebte Gambusia
holbrooki unter den unterschiedlichsten 6kologischen Bedingungen. Dies gibt die gute Gelegenheit, allopa-
trische Selektion bzw. Speziation bei Fischen zu studieren. Exemplare aus zwei unterschiedlichen Habitaten
(ein kalter Weiher in Krk, Kroatien, und ein Thermalsee in Heviz, Ungarn) wurden unter identischen Be-
dingungen geziichtet und auf ihre Atemfrequenz und ihre Reaktion gegeniiber kaltem Wasser untersucht.
Es zeigte sich, dass die Fische aus dem Thermalsee ihre Toleranz gegeniiber tiefen Temperaturen verloren
und eine ausgeprigte Stenothermie entwickelt haben.

Schliisselworter: Gambusia, allopatrische thermische Selektion, Speziation

Summary: In the twenties of the 20th century the eastern mosquitofish Gambusia holbrooki was exposed in
many European countries for malaria control reasons with moderate success. In aid of chemical pest control
the project was forgotten shortly after. In many waters Gambusia holbrooki survived to date under different
ecological conditions. This presents an excellent opportunity to study allopatric selection and speciation
in fishes. Individuals of two different habitats (a cold pond in Krk, Croatia, and a thermal lake in Heviz,
Hungaria) were bred under identical conditions and testet for their respiratory rate and their reaction to cold
temperatures. It was found that the fishes from the thermal lake lost their tolerance to low temperatures
and developed a distinctive stenotermia.

Keywords: Ganbusia, allopatric thermal selection, speciation

1. Einleitung

Der ,,Ostliche Koboldkirpfling” Gambusia
holbrooki nimmt unter den Lebendgebirenden
Zahnkarpfen (Poeciliinae) eine Sonderstellung
ein. Der Grund dafur ist, dass et, wie auch der
Westliche Koboldkirpfling Gambusia affinis, we-
gen der méglichen Eignung zur Fiebermtcken-
bekimpfung weltweit in durch Malaria gefihr-
dete Gebiete gebracht wurde. So wurde diese
Art auch in den Jahren 1921-1930 in Europa in
den unterschiedlichsten Gewissern ausgesetzt
(ArNoLD 1990, KinzersacH & Krupp 1982).
Zuerst kam sie 1921 nach Spanien (NAJERA-
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ANGULO 1944). Nach dieser Studie waren es
lediglich zwolf Individuen. Nachkommen die-
ser Gruppe wurden tiber ganz Europa verteilt.
Durch diesen genetischen ,,Flaschenhals® kam
es, wie durch VIDAL et al. (2010) anhand von
DNA-Untersuchungen nachgewiesen wurde, zu
einer gegentiber der Ursprungspopulation aus
den stiidwestlichen USA starken Einschrinkung
der genetischen Variabilitit (Heterozygotiegrad).
Dieselbe Arbeitsgruppe konnte in Europa nur
die Art Gambusia holbrooki nachweisen. Da die
Aussetzungsaktionen nicht den durchschlagen-
den Erfolg brachten und zunehmend Insektizide
eingesetzt wurden, nahm das Interesse an der
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Malariabekdmpfung durch Gambusia holbrooki
jedoch bald ab, sodass ab ca. 1940 fast nur mehr
Chemikalien zur Stechmiickenbekimpfung
eingesetzt wurden. Die Gambusenpopulatio-
nen verblieben jedoch in den Gewissern und
die meisten hielten sich unbeschadet bis in die
Gegenwart.

Da die Populationen sich in den 6kologisch
unterschiedlichsten Gewissern befinden, welche
aufgrund oft extremer Umweltbedingungen
auf die Fische einen starken Selektionsdruck
ausiiben, ergeben sich hier gute Méglichkeiten,
erste Schritte der Speziation aufgrund allopa-
trischer Bedingungen tiber einen Zeitraum von
ca. 250-300 Generationen (KrumHOLZ 1948)
zu studieren. Als zuverlissigstes Kriterium fiir
umweltbedingte Anpassung bietet sich hierbei
die Wassertemperatur an, da sich stabile Po-
pulationen einerseits in Gewissern finden, die
so kalt sind, dass es zu regelmiBigen Ausdiin-
nungen der Individuendichte im Winter fihrt,
andererseits in Thermalgewissern, bei denen
hohe Temperaturen denselben Effekt haben.
Die frithesten, umfangreicheren Versuche zur
Bestimmung der Wirmeresistenz, allerdings
aus angestammten Habitaten, wurden von
HAGEN (1964) durchgefithrt. Er verglich die
Letalitdt dreier Gambusenatten (G. affinis, G.
geisers, G. gaiger), wobei sich G. affinis als die mit
Abstand widerstandsfihigste Art gegentber
hohen Temperaturen erwies. Weibchen waren
widerstandsfihiger als Mdnnchen. Spitere Au-
toren wie WINKLER (1975, 1979, 1985), welcher
G. affinis aus einer warmen Quelle (Austritts-
temperatur 41,2 °C) in Arizona untersuchte,
sowie JOHNSON (1976) und OrTO (2006) kamen
ebenfalls bei G. affinis zu dhnlichen Ergebnissen.
MEFFE et al. (1995) verglichen die genetischen
Differenzen im Zusammenhang mit der Tempe-
raturresistenz (letale Héchsttemperaturen) von
Gambusia bolbrooki an zwei nordamerikanischen
Populationen — eine stammte aus einem nattr-
lichen Gewisser in Siid-Carolina und eine aus
den warmen Kiithlwasserbehiltern eines Atom-
kraftwerkes — und fanden, dass eine hohere
genetische Variabilitit (Heterozygotiegrad) eine
héhere Temperaturtoleranz ermoglicht. FiscHER
& ScHupp (2009) verglichen die Temperatur-
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toleranz zweier Poeciliiden (Amazonenmolly,
Poecilia formosa und Breitflossenkarpfling, Poecilia
latipinna) und stellten fest, dass es weniger die
anhaltend hohen Temperaturen als die Kilteein-
briiche im Winter sind, welche die Populationen
von P. formosa beeintrichtigen.

Eine wegen des extremen 6kologischen Um-
feldes herausragende Bedeutung fiir Studien zur
thermischen Anpassung hat hier die Population
von Gambusia holbooki im Thermalsee von Heviz
(Ungarn). In friheren Untersuchungen wurden
die KérpermaBle der Heviz-Gambusen mit
denen von vier verschiedenen Populationen
aus kalten Gewissern mit morphometrischen
Methoden verglichen (FURNWEIN et al. 20006).
Dabei konnten signifikante Unterschiede in
den Korperproportionen festgestellt wer-
den. Spitere Arbeiten haben die genetischen
Eigenschaften (genetische Variabilitit) der
Exemplare aus Heviz mit solchen aus kalten
Gewissern verglichen (GRAPUTTO et al. 2000).
Eine jingere Untersuchung tber G. holbooki
aus dem Thermalsee von Heviz hat sich mit
Skophysiologischen Themen wie Fertilitit und
Nahrungsaufnahme befasst (SPEcziar 2004).
Es hat sich auch gezeigt, dass Exemplare aus
kleinen, nahen Weihern eine wesentlich an-
dere Geschlechterverteilung besitzen als jene
im Hauptsee. CrcH et al. (1985) wiesen nach,
dass die Miannchen von G. holbrooki aus Heviz
gegeniiber Sauerstoffmangel viel empfindlicher
sind als Weibchen.

Es ist fiir das Studium tber die Entwicklung
und Anpassung bei Fischen von groflem Inter-
esse, mehr Uber die Temperaturanpassungen von
Gambusia holbrooki zu erfahren, da die Art und
Weise, wie die Selektion erfolgte (Verschiebung
der Temperaturtoleranz nach oben? Einengung
des Temperaturbereiches?), gute Beispiele zur Se-
lektion unter diesen Bedingungen liefern konnte.

2. Material und Methode
2.1. Herkunft der Versuchstiere
Es wurden zwei Populationen untersucht. Die

Versuchstiere stammten aus dem Heviz-See und
aus einem Weiher auf der Insel Krk.



Der Thermalsee Heviz (46°47°13,39“ N,
17°11°35,19% O) gilt mit einer Fliche 4,4 Hektar
und einer maximalen Tiefe von 25 m (beim un-
terirdischen Zufluss) als einer der weltweit groB-
ten Thermalseen. Er liegt einige Kilometer west-
lich vom Plattensee, in welchen sich auch seine
Abflusse ergieBen. Im Sommer hat das Wasser
eine Temperatur von 36-38 °C (FURNWEIN et al.
2004). Im Winter sinkt die Temperatur nie unter
25 °C. Die Fische kommen sowohl im See als
auch in seinen Abflissen sowie einigen kleinen
Nebentiimpeln in groB3er Zahl vor.

Die Vergleichsgruppe (Population Vrbnik)
kam aus einem kleinen Weiher in der Nihe von
Vrbnik auf der Insel Krk, Kroatien (45°312,31%
N, 14°41°6,66* O). Das Gewisser hat einen
Durchmesser von ca. 15 m mit einer maximalen
Tiefe von 1,5 m. Die durchschnittliche Wasset-
temperatur betrigt im Juni 24 °C. Im Winter bil-
det sich hiufig eine Eisdecke (H. ScHWAMMER &
H. NEMESCHKAL, unpublizierte Beobachtungen).

Erwachsene Tiere wurden im Sommer 2008
beiden Biotopen entnommen und getrennt
unter identischen Bedingungen gehalten und
geziichtet (25 °C, Wasserhirte 8 °dGH, pH-Wert
7, Zwolfstundentag), um die unterschiedlichen
6kologischen Bedingungen, welche in den bei-
den Gewissern herrschen, auszuschalten. Sie
wurden mit gefrorenen Weien und Roten M-
ckenlarven sowie TetraMin gefuttert. Es wurden

nur erwachsene Tiere der F1-Generation (Hevis:
neun Minnchen, 19 Weibchen, Vrbnik: neun
Minnchen, zwolf Weibchen) fir die Versuche
verwendet. Die Standardlinge der Weibchen
(Schnauze bis Schwanzwurzel) war 26-32 mm,
die der Minnchen 19-25 mm. Die Weibchen
hatten alle schon einmal geboren. Wihrend
der Versuche waren alle in der 2. bis 4. Woche
trichtig.

2.2. Versuche

In Ubereinstimmung mit den Tierschutzbe-
stimmungen wurden die Tiere bei den Versu-
chen — sie wurden 2009 durchgefiihrt — nicht
geschidigt. Die Tiere wurden in einem Spe-
zialaquarium einer kontinuierlich absinkenden
Temperatur ausgesetzt (Abb. 1). Das lingliche
Aquarium (26 x 26 x 55cm) war durch ein Gitter
in zwei Abteilungen getrennt. Im vorderen Teil
befanden sich die Versuchstiere. Je Versuch
befanden sich fiinf Exemplare in der Beobach-
tungskammer, entweder nur Minnchen oder nur
Weibchen.Wenn am Ende der Testserien keine
funf Exemplare mehr zur Verfiigung standen,
wurden vier oder drei Exemplare verwendet.
Die gleichzeitige Verwendung von finf Tieren
erfolgte cinerseits aus arbeitsbkonomischen
Griinden, andererseits standen die Fische unter
diesen Bedingungen viel weniger unter Stress

_____KS

-

BK

Abb. 1: Versuchsaufbau. BK, Beobachtungskammer mit Fischen. G, Gitter zwischen BK und Kihlbereich.

KS, Kihlsystem.

Fig. 1: Experimental set-up. BK, observation compartment with the experimental specimens. G, grid separating

BK from the cold area. KS, cooling system.
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als bei Einzelbeobachtungen. Im hinteren Teil
befand sich die Kiihleinrichtung, welche aus
zwei Kiihlkorpern bestand, durch die Leitungs-
wasser (13-15 °C) geleitet wurde. Ein Teil der
Versuche wurde direkt in einer Kihlkammer
durchgefithrt. Es wurde mit dieser Einrichtung,
bei 30 °C beginnend, die Temperatur tiber einen
Zeitraum von 3-3.5 h kontinuietlich bis auf
12 °C abgesenkt. Um einen linearen Tempe-
raturverlauf zu erzielen und um das Ziel von
12 °C zu erreichen, wurden etwa ab Mitte des
Vorganges in den Kihlbereich Kithlkérper mit
Eis eingelegt (Abb. 2)

Im Abstand von 2 °C wurde die Atem-
frequenz anhand der Maulbewegungen (ein
Bewegungszyklus bestand aus der Folge: Maul
geschlossen — offen — geschlossen) bestimmt.
Tiere, bei denen die Bewegungsfolge nicht ein-
deutig zu sehen war, wurden nicht fir die Aus-
wertung verwendet. Es wurde hintereinander bei
jedem Tier einmal gezdhlt und der Durchgang
zweimal wiederholt, also jede Beobachtungs-
gruppe dreimal gezihlt. Da die Absenkung der
Temperatur kontinuierlich erfolgte, sich also
die Temperatur wihrend des Zihlens weiter
verminderte, wurden vor und nach dem Zihl-
vorgang die Temperaturen gemessen und der
Mittelwert eingetragen, d.h. es wurde etwas vor
Erreichen der Zieltemperatur mit dem Zihlen
begonnen und etwas danach damit aufgehort.
Die Unterschiede zwischen den Testgruppen
wurden, da es um den moglichen Nachweis von
Unterschieden in den Atemfrequenzen ging,
mittels Binomialtest tberpriift.

Als zweites Kriterium wurde die Temperatur
festgestellt, bei der das ,,Schaukeln® auftrat, ein
Verhalten, das mangelndes Wohlbefinden (nied-
rige Temperatur, mangelnde Wasserqualitit,
Krankheit etc.) anzeigt. Das ,,Schaukeln® besteht
aus einem horizontalen Pendeln der Kérpers,
bei dem mehrmals pro Sekunde der Korper
abwechselnd nach rechts und links gekrimmt
wird. Es dient in der Fischheilkunde als sicheres
Symptom fiir mangelndes Wohlbefinden wie
Hitze oder Kilte, zu hoher oder niedriger pH-
Wert, Schwiche etc. (u.a. UNTERGASSER 1989).

Weibchen und Minnchen beider Biotope wur-
den jeweils getrennt untersucht und simtliche zu
Verfiigung stchenden Exemplare der F1-Genera-
tion verwendet. Die relativ kleinen Stichproben
ergeben sich aus den Schwierigkeiten, Tiere unter
identischen Bedingungen zu ziichten.

3. Ergebnisse

Bei der kontinuierlichen Temperaturabsenkung
zeigten die Tiere einen charakteristischen Ver-
lauf in der Atemfrequenz. Von 30 °C bis ca.
22 °C verringerte sich die Atemfrequenz relativ
langsam um etwa 10 %. Ab dieser Temperatur
machte die Kurve einen Knick und wurde deut-
lich bis zum Endpunkt von 12 °C steiler. Die
Atemfrequenz der Minnchen war signifikant
héher (< 0,1 % Irrtumswahrscheinlichkeit laut
Binomialtest fiir den gesamten Temperaturbe-
reich) als die der Weibchen. Der Unterschied
war in den oberen Temperaturen — im flachen
Vetlauf zwischen 22 °C und 30 °C — am stirks-
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Temperatur [°C]

Abb. 2: Temperatur-Zeitverlauf
wihrend der Experimente.

Zeit [h]
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18 Fig. 2: Temperature-time sequence
during experiments.
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Abb. 4: ,Schaukeln® 11
von Gambusia holbrooki
aus dem Thermalsee in
Heviz.

Fig. 4: ,Swaying®“ of
Gambusia holbrooki: from
the thermal lake in Heviz .
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ten ausgeprigt (Abb. 3). Zweiundzwanzig von
28 (sechs von neun Minnchen, zwolf von 19
Weibchen) untersuchten Tieren zeigten zwi-
schen 12 °C und 18 °C Schaukelreaktionen.
Ein Temperaturunterschied in den Reaktionen
zwischen Minnchen und Weibchen war nicht
festzustellen (vgl. Abb 4.)
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Der Unterschied zu den Fischen der Heviz-
Population war, dass der Verlauf der Atemfre-
quenz bei den ,,Vribnik-Fischen® weitgehend
linear war. Die Atemfrequenz der Minnchen war
ebenfalls hoher als bei den Weibchen.

Als zweites auffallendes Ergebnis ist zu
vermerken, dass die Atemfrequenz der Hevis-
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Population insgesamt deutlich héher war als
die der Vrbnik-Population, und zwar um ca.
20 % (Abb. 3).

Von den Gambusen aus Vrbnik zeigte kein
einziges Exemplar eine Reaktion in Form des
Schaukelns.

Die Unterschiede zwischen allen Kurven
(zwischen Minnchen und Weibchen Heviz,
zwischen Minnchen und Weibchen Vrbnik,
Zwischen Heviz und Vrbnik) waren laut Bino-
mialtest deutlich < 0,1 % Irrtumswahrschein-
lichkeit.

4. Diskussion

Der Versuch in den Zwanzigerjahren des 20.
Jahrhunderts, die Malaria durch Einsetzen
von Gambusen zu bekimpfen, stellt insofern
einen wissenschaftlichen Glicksfall dar, als
er die Moglichkeit bietet, die Wirkung allo-
patrischer Selektion wihrend eines relativ gut
bekannten Zeitraumes unter Uberschaubaren
Bedingungen zu studieren. Eine die Artbildung
fordernde Radiation (SEEHAUSEN 2007, 2008,
ScHLUTER 2009) scheint wegen der Kleinheit
der gewihlten Biotope weniger wahrscheinlich.
Es zeigt sich, dass dieser nach phylogenetischen
Vorstellungen dullerst kurze Zeitraum von ca.
80 Jahren bei zwei bis drei Generationen pro
Jahr gentigt hat, unter natiirlichem, starkem
Selektionsdruck nachweisbare Verinderungen
der Atmungsphysiologie wie auch in morpho-
logischen (FURNWEIN et al. 2004) Merkmalen
zu schaffen. Es ist offensichtlich, dass es bei
der Population von Gambusia holbrooki im
Thermalsee von Heviz zu einer Entwicklung
in Richtung Stenothermie im hohen Tempe-
raturbereich gekommen ist. Das wird dadurch
belegt, dass Reaktionen, die Unwohlsein an-
zeigten, bereits unterhalb von 18 °C auftraten
und dass die Atemfrequenzkurve zwischen
22 °Cund 30 °C sehr flach verlduft. Das ldsst
unabhingig von méglichen Verinderungen der
Kiemen vermuten, dass Sauerstofftransport
und Stoffwechsel im hohen Temperaturbereich
(ab ca. 23 °C bis tiber 30 °C) einen héheren
Grundumsatz erlauben als bei den Fischen
aus der Vrbnik-Population. Bei der Heviz-
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Population ist offensichtlich der funktionale
Temperaturbereich nachhaltig eingeengt und
nach oben verschoben. Dass die Minnchen
bei beiden Populationen eine héhere Atemfre-
quenz aufwiesen, lisst sich durch ihr geringeres
Koérpergewicht erkliren. Auf hohere Tempe-
raturbereiche wurde bei den Experimenten
verzichtet, weil eine mégliche Schidigung der
Tiere vermieden werden sollte. Als Haupt-
grund fur die schnelle selektive Anpassung von
Gambusia holbrooki kann angenommen werden,
dass es sich bei ihr, dhnlich wie bei Gambusia
affinis, um eine extrem curyoke und anpas-
sungsfihige Art handelt, was ihre weltweite
Verbreitung belegt.

Eine weitere interessante Frage zur thermi-
schen Anpassung von Gambusia hoolbrookiist die
nach dem Einfluss der Anpassungsprozesse auf
die Wachstumsgeschwindigkeit der Tiere. Eine
diesbeziigliche Studie ist in Vorbereitung,
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