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Zusammenfassung

Der parasitare Pilz Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) infiziert weltweit sehr viele Amphibienarten
und es wird vermutet, dass er flr Populationsriickgdnge und Aussterbeereignisse verantwortlich ist.
In friheren Studien wurde er auch auf Amphibien, die in Deutschland heimisch sind, gefunden. Das
Ziel dieser Studie war die Infektion mit Bd bei der stark bedrohten Gelbbauchunke Bombina
variegata in ihrem nordlichsten Verbreitungsgebiet zu analysieren. Die Pravalenz und Starke der
Infektion sollten mit verschiedenen morphologischen, genetischen und 6kologischen Variablen in
Verbindung gebracht werden. Dazu wurden insgesamt 17 Standorte in einem Vorkommen im
Nordlichen Weserbergland zwischen Mai und Oktober 2016 aufgesucht und Unken beprobt. Die
sieben groBRten Sub-Populationen wurden drei Mal, am Anfang, in der Mitte und am Ende der
Fortpflanzungszeit beprobt. Die populationsgenetischen Analysen erfolgten mit neun artspezifischen
molekularen Mikrosatelliten-Markern. Der molekulare Nachweis von Bd und die Bestimmung der
Intensitat der Infektion erfolgte mit Bd spezifischen Primern und quantitativer real-time PCR. Die
Bestimmung der Kérperkondition der Unken beruhte auf GroRRe und Gewicht der Unken.

Biostatische Analysen ergaben, dass die Gelbbauchunken im nordlichen Werserbergland drei
genetischen Gruppen bzw. Metapopulationen zugeordnet werden kdénnen. Eine Metapopulation (12
Standorte) erstreckt sich entlang des Wesergebirges und der vorgelagerten Blickeberge, eine zweite
(3 Standorte) liegt im Sidwesten davon und eine dritte (2 Standorte) befindet sich im Sidosten im
Siuintel. Die zweite Metapopulation war trotz rdaumlicher Nahe von der ersten genetisch isoliert und
wies eine geringe genetische Diversitat und einen hohen Inzuchtskoeffizienten auf. In diesem Gebiet
wurde auch die zweithéchste Pravalenz und die hochste Infektionsintensitat gemessen. Insgesamt
waren Pravalenzen und Intensitdaten der Infektion in dieser Studie wesentlich hoher als in fritheren
Studien zu Bd in Deutschland. Weiterhin variierte die Stdrke der Bd Infektion zwischen den
Standorten und Beprobungszeitraumen. Trotz hoher Pravalenz und Infektionsintensitdat konnte bei
keiner Unke ein Ausbruch der Krankheit Chytridiomykose beobachtet werden.

Auf der individuellen Ebene war die Prdsenz der Bd-Infektion bestimmt durch den
Beprobungszeitraum, Standort und der genetischen Diversitdt (gemessen als standardisierte
multilocus Heterozygozitit sMLH), aber weniger durch die Kérperkondition der Individuen. Die
individuelle genetische Diversitdt gemessen als sMLH korrelierte negativ mit der Bd-Prdsenz, was
daraufhin deutet, dass eine ,gute genetische Verfassung” helfen konnte, dem Pilzbefall
entgegenzuwirken. Die Wahrscheinlichkeit einer Bd Infektion nahm Uber die Fortpflanzungsperiode
zu, was auf neue Infektionen bzw. Ubertragungen des Pilzes wihrend Interaktionen zwischen den
Unken wahrend der Reproduktion in den Gewadssern spricht. Die individuelle Bd-Intensitat dagegen
variierte signifikant nur zwischen den Standorten. Die grofRe Variabilitdt in der Prdvalenz und
Intensitat der Infektion ldsst auch auf stochastische Einfllsse in der Infektionsausbreitung schlieRen.
Daher empfehlen wir ein regelmaRiges Bd-Monitoring insbesondere vor ArtenschutzmaBnahmen wie
Umsiedlungen bzw. Wiederansiedlungen. Da geographische Isolation und geringe genetische
Diversitat die Infektion zu fordern scheinen, sollten weitere ArtenschutzmaBnahmen darauf
ausgerichtet sein, Vernetzung, Genfluss und genetische Diversitit in und zwischen den
Metapopulationen zu férdern.



Einflihrung/Motivation

Amphibien sind von Populationsriickgangen betroffen oder sogar vom Aussterben bedroht, zihlen
daher zu den am starksten bedrohten Tiergruppen (Stuart et al. 2004) und stehen im Fokus vieler
Artenschutzprojekte (ANGELONE & HOLDEREGGER 2009; LE LAY et al. 2015). In den letzten Jahrzehnten
wurde die Infektionskrankheit Chytridiomykose als eine wichtige Ursache des weltweiten
Amphibiensterbens identifiziert (STUART et al. 2004; SKERRATT et al. 2007). Ausgel6st wird die
Krankheit durch den Chytridpilz Batrachochytrium dendrobatidis (kurz Bd, BERGER et al. 1998), der die
keratinisierten Hautpartien der Amphibien infiziert und Uberdauerungsfiahige Zoosporen zur
Ausbreitung und Vermehrung bildet. Bisher tritt der Pilz bei mindestens 520 Amphibienarten auf
(Global Bd mapping Project 2017). Der Pilz stort den Elektrolyttransport sowie das osmotische
Gleichgewicht Uber die Haut und kann bei Ausbruch der Chytridiomykose zum Tod der Amphibien
fihren (VovLEs et al. 2007, 2009). Der Pilz ist temperaturabhangig, wobei das Wachstumsoptimum
zwischen 17-25°C liegt (PIoTROWSKI et al. 2004) bzw. ist anfallig gegeniber Austrocknung und
Temperaturen Uber 28°C (WooDHAMS et al. 2003; Piotrowski). Seine Verbreitung erstreckt sich
hauptsachlich auf Regionen und Zeitrdume, in denen die optimale Temperatur fiir seine Vermehrung
herrscht (Berger et al. 2004; Whitfield et al. 2012). Der Verlauf der Infektion ist dabei von vielen
Faktoren wie etwa von Temperatur- und Wetterbedingungen (W0OODHAMS et al. 2003; BERGER et al.
2004), dem Wirt selbst (GERVASI et al. 2013) bzw. seiner Kondition (siehe unten) oder auch von
genetischen Variablen (SPIELMAN et al. 2004) abhangig.

Amphibien treten haufig in Metapopulationen auf, also in einzelnen miteinander vernetzten
lokalen Vorkommen, zwischen denen Genfluss und Migration besteht und in denen es zu
Extinktionsereignissen aber auch zur Besiedlung neuer Habitate kommt (LEvINS 1969, 1970). Diese
Populationsdynamik beeinflusst die genetische Diversitat innerhalb und zwischen Vorkommen. Die
genetische Diversitdt wiederum spielt eine wichtige Rolle bei Inzuchteffekten (FRANKHAM & RALLS
1998; FRANKHAM 2005), sowie bei Krankheitsresistenz (SPIELMAN et al. 2004) und Anpassungsfihigkeit
(BuLsMA & LOESCHCKE 2012) als Indikatoren der allgemeinen Fitness (REED & FRANKHAM 2003; ALLENTOFT
& O’BRIEN 2010; LUQUET et al. 2011). Der genaue Zusammenhang zwischen genetischer Diversitdt an
neutralen Markern, die zur Abschétzung der Populationsstruktur und Genfluss genutzt werden, und
der Infektion mit dem Chytridpilz innerhalb von Amphibien-Populationen ist bisher allerdings unklar.
Vorherige Studien mit mehreren Amphibienarten prasentierten widerspriichliche Ergebnisse, denen
zufolge positive (Addis et al. 2015), inverse (LUQUET et al. 2012) oder keinerlei Korrelationen zwischen
der genetischen Diversitdt und der Chytrid-Infektion bestanden (WAGNER et al. 2017). Auch die
Korperkondition kann einen Einfluss auf die Starke von Infektionen bzw. den Krankheitsverlauf
haben. So wiesen beispielsweise Individuen einiger Krotenarten (Bufo boreas, Bufo bufo) mit
héheren Kérpermasse oder -groRe eine héhere Uberlebenswahrscheinlichkeit bei einer Infektion mit
Bd auf (CAREY et al. 2006; GARNER et al. 2009).

Viele der heute bestehenden Amphibienpopulationen sind oft stark isoliert und es findet kein
genetischer Austausch statt, der notwendig ware, die genetische Diversitdit und damit die
Adaptationsfahigkeit an eine sich dndernde Umwelt aufrecht zu erhalten (CusHMAN et al. 2006). Eine
Art, die in Deutschland besonders gefdhrdet ist, ist die Gelbbauchunke Bombina variegata. (NOLLERT
& GUNTHER 1996, WEIHMANN et al. 2009). Viele Populationen der Gelbbauchunke sind sehr klein und
isoliert. StraBen und Ortschaften bilden Barrieren zwischen den Gelbbauchunkenhabitaten und es
fehlen Trittsteinbiotope, welche die Unken zur Migration nutzen konnten (NADJAFZAHDEH &
BUSCHMANN 2014). Aufgrund der starken Isolierung ihrer Habitate ist die Gelbbauchunke heute stark
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gefdhrdet. Sie befindet sich in einem schlechten Erhaltungszustand (BfN 2008a) und wird in der
Fauna-Flora-Habitat-Richtlinie (FFH) in den Anhdngen Il und IV aufgefiihrt (BfN 2008b). Laut der
Roten Liste Deutschlands ist sie ,stark gefahrdet”, und in Niedersachsen, Nordrhein-Westfalen und
Thiringen ,vom Aussterben bedroht” (PobLoucky & FISCHER 1994, SCHLUPMANN & GEIGER 1999, NOLLERT
et al. 2001, KUHNEL et al. 2009).

Um die Situation der Gelbbauchunke in Deutschland zu fordern wurde ein
Artenschutzprojekt vom NABU Niedersachsen ins Leben gerufen. Es umfasst unterschiedliche
Projektpartner (darunter NABU und Bio-Stationen, als auch das Institut fiir Zoologie der TiHo
Hannover) und wird durch das , Bundesprogramm Biologische Vielfalt” gefordert (Forderzeitraum
12.2011 bis 02.2018). Mit der Gelbbauchunke als Zielart sollen ihre Habitate, die auch vielen anderen
bedrohten Arten als Heimat dienen, langfristig geschiitzt werden. Um das zu erreichen, werden in
geeigneten Habitaten Pflegemalinahmen ergriffen und Fortpflanzungsgewasser geschaffen, isolierte
Populationen durch Schaffung von Trittsteinbiotopen miteinander verbunden und vereinzelt aktive
Wiederansiedlungen gemaf IUCN-Kriterien (IUCN 1998) stattfinden (NADJAFZAHDEH & BUSCHMANN
2014). Fur diese MalRnahmen ist es wichtig, die genetische Populationsstruktur zu kennen, um
groRere Metapopulationen zu schaffen, in denen Tiere zwischen den Subpopulationen migrieren und
den Genfluss fordern. Basierend auf dem Metapopulationskonzept wurden bereits Erhaltungs-
malnahmen fiir viele verschiedene Amphibienarten wie etwa aus der Gruppe der Australischen
Laubfrosche (Litoria raniformis, HEARD et al. 2012) durchgefihrt.

Hinsichtlich der genetischen Gruppierung auf groRerer geographischer Ebene wurden im
Rahmen des NABU Projektes fiir die Gelbbauchunken-Vorkommen in Deutschland zwei genetische
Cluster nachgewiesen, die eine geographische Trennlinie im Nordlichen Weserbergland entlang einer
historischen Handelsroute aufweisen (AUFFARTH, unveroffentlichtes Material; Nadjafzadeh et al., im
Druck). Auch die Gelbbauchunken-Vorkommen im Nordlichen Weserbergland wurden hinsichtlich
ihrer Metapopulationsstruktur untersucht (BUSCHMANN et al. 2013), wobei eine Gliederung in finf
geographisch lokale Metapopulationen angenommen wurde (HOPPNER et al. 2017), die allerdings
noch nicht mit lokalen genetischen Untersuchungen untermauert wurden.

Ebenfalls wurden fiir die Gelbbauchunke in friheren Untersuchungen Infektionen mit dem
Chytridpilz gefunden (OHST et al. 2013; SPITZEN-VAN DER SLUIIS et al. 2014, 2017; WAGNER et al. 2017).
Ob es temporare Unterschiede in Bezug auf die Prdvalenz und Stadrke der Infektion gibt, oder ob
genetische Variablen innerhalb der Meta- oder Subpopulationen bzw. die kérperliche Verfassung der
Unken einen Einfluss auf den Chytridbefall bzw. die Intensitdt der Infektion haben, ist unbekannt. Im
Rahmen dieser Studie sollte die Metapopulationsstruktur und der Befall mit dem Chytridpilz im
nordlichen Weserbergland - dem noérdlichsten Verbreitungsgebiet der Gelbbauchunke - untersucht
werden. Zusammenhange zwischen Genetik und Chytridbefall sollten beleuchtet und folgende
Hypothesen tberprift werden:

1. Das Gelbbauchunken-Vorkommen im Nordlichen Weserbergland ist genetisch strukturiert, d.h. es
liegen mehrere genetische Gruppen vor, die Metapopulationen entsprechen.

2. Die Pravalenz und die Intensitat der Chytridinfektion unterscheiden sich zwischen den Meta- bzw.
Subpopulationen und zwischen mehreren Beprobungszeitraumen wahrend der Fortpflanzungszeit.

3. Die Pravalenz und die Intensitdt der Chytridinfektion sind abhéngig von der individuellen
genetischen Diversitat.



4. Die Intensitat der Chytridinfektion korreliert mit der individuellen Kérperkondition.

Fiir die hier beschriebene Untersuchung wurden Speichelproben fiir die genetische Untersuchung
und Hautabstriche fir die Bd-Analyse von Gelbbauchunken aus 17 verschiedenen Gebieten im
Nordlichen Weserbergland genommen und anschlieRend im Labor untersucht und die erzeugten
Daten statistisch analysiert.

Methodik/Vorgehensweise/Projektablauf

Die Standorte mit Gelbbauchunken sind in den (Land-)Kreisen Schaumburg, Minden-Libbecke und
Hameln-Pyrmont im nordlichen Weserbergland lokalisiert (Abb. 1). Dort leben Subpopulationen
unterschiedlicher GroRRe und zwischen einigen der Subpopulationen besteht aufgrund der raumlichen
N&he die Moglichkeit der Zu- und Abwanderung und damit des genetischen Austausches (Buschmann
et al. 2013).

Insgesamt wurden 577 Gelbbauchunken (Bombina variegata) in 17 Gebieten zwischen Mai
und September 2016 im noérdlichen Weserbergland beprobt (Abb. 1). Innerhalb dieses Vorkommens
wurden von 2013 bis 2016 vom NABU Unken aus Liekwegen undEdler/Brinkmeyer in vorher vier
unkenlosen Standorten (Bernsen, Rohden, Segelhorst, Wilpker Egge; HOPNNER pers.com.)
wiederangesiedelt. Fiir jede Unke wurde die Korperlange mit einer Schieblehre (Mitutoyo) und das
Gewicht mit einer digitalen Waage (JOSHSMR1) bestimmt. Fir die populationsgenetische Analyse
wurden Mundschleimhautabstriche (nach PIDANCIER et al. 2003) und Hautabstriche (nach HYATT et al.
2007) far die Chytridpilz-Analysen genommen. Alle Proben wurden zunachst luftgetrocknet, dann in
Eppendorf Tubes verstaut und im Labor bei -20°C fiir weitere Analysen aufbewahrt. Nach dem
Fangen und Beproben wurden alle Unken an ihrem Fangort wieder frei gelassen. Koérperldange und
Gewicht wurden genutzt, um die Kondition (residual body index RBI) durch Berechnen der Residuen
der Regression von log(Gewicht) auf log(Korperlange) nach JAKOB et al. (1996), DENOEL et al. (2002)
und BANCILA et al. (2010) mit dem Programm R (R Developmental Core Team 2012) abzuschéatzen. Es
wurden keine Hautabstriche am Standort Waldwiese (WW) genommen. Um die Bd-Variabilitat
wahrend der Fortpflanzungszeit zu erfassen wurden in sieben Standorten (BE, ED, BM, LI, MB, PA, PB,
Abb. 1) wahrend drei Zeittraumen Beprobungen durchgefiihrt. Einmal zu Beginn (I: 09.05.2016-
16.06.2016), in der Mitte (ll: 12.07.2016-05.08.2016) und zum Ende (IIl: 09.08.2016-22.09.2016) der
Fortpflanzungszeit.

Populationsstruktur und genetische Diversitat

Insgesamt wurden 300 DNA Proben aus Mundschleimhautabstrichen mit dem Invisorb® Spin Swab
Kit (Stratec Molecular GmbH) nach dem Herstellerprotokoll extrahiert. Die extrahierte DNA wurde
bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt. Neun artspezifische Mikrosatelliten Loci wurden
durch PCR amplifiziert (STucKAS & TIEDEMANN, 2006; HAUSWALDT et al. 2007). Die Genotypisierung der
PCR —Produkte fand auf dem ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) statt und die
Fragmentlangen wurden mit dem Programm GENEMAPPER Version 5 (Life Technologies) bestimmt. Die
Qualitat der Daten wurde durch mehrere Analysen Uberpriift: auf eine Abweichung vom Hardy-
Weinberg Gleichgewicht wurde mit der Software ARLEQUIN v. 3.5.2.2 (EXCOFFIER et al. 2005) mit
1000000 Iterationen einer Markov Kette gepriift. Eine sequentielle Bonferroni Korrektur (RICE 1989)
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wurde zur Festlegung der Signifikanz der Abweichung angewandt. Ein Test auf Kopplungs-
ungleichgewicht fir alle Paare von Loci und die Berechnung des durchschnittlichen Allelreichtums als
auch die Anzahl der Allele (unabhdngig von der Anzahl der Proben innerhalb einer Subpopulation)
wurden mit dem Programm FSTAT v. 2.9.3.2 (GOUDET 1995) durchgefihrt.

Die individuelle genetische Kondition wurde als standardisierte multilocus Heterozygotie
(sSMLH) berechnet. Diese ist definiert als der Anteil der heterozygoten Loci dividiert durch die
durchschnittliche Heterozygotie der untersuchten Loci (COLTMANN et al. 1999). Diese Berechnungen
wurden mit dem Packet inbreedR (STOFFEL et al. 2016) in R durchgefiihrt. Auf der Populationsebene
wurde die genetische Diversitat als Heterozygotie, Gendiversitdt und Inzucht-Koeffizient gemessen.
Beobachtete und erwartete Heterozygotie (H, and H.) wurden mit dem Programm ARLEQUIN v.
3.5.2.2 (EXCOFFIER et al. 2005), die Gendiversitat mit FSTAT v. 2.9.3.2 (GoOuDET 1995) und die Anzahl
privater Allele mit GenAIEx (PEAKALL & SMOUSE 2012) berechnet. Die globale genetische Distanz
zwischen allen Subpopulationen (global FST), der Inzuchtskoeffizient (FIS), paarweise genetische
Distanzen(FST) wurden im Package hierfstat in R (GOUDET 2004) mit 10000 bootstraps (FIS und FST)
berechnet. Geographische Distanzen zwischen den Standorten wurden mit Geodetic Geometry im
Geographic Distance Matrix Generator (ERSTS, accessed 2017) bestimmt.

Um herauszufinden, ob paarweise genetische und geographische Distanzen miteinander
korrelieren wurde ein Mantel-Test flir abhdngige Variablen in R gerechnet. Die entsprechenden
Abbildungen wurden mit den Packeten ggpubr (KASSAMBRA 2017) und ggplot2 (WIickHAM 2009) in R
produziert. Um die Anzahl der genetischen Gruppen, also der Metapopulationen, zu bestimmen,
wurde eine bayesianische Analyse mit dem Programm STRUCTURE v. 2.3.4 (PRITCHARD et al. 2000;
FALUSH et al. 2003) durchgefihrt, welches das wahrscheinlichste Modell fur die Populationsstruktur
identifiziert. Dabei wurden Modelle fiir K = 1 bis 20 fir das admixture Model mit Prior Population
Information Uber die Standorte eingesetzt. 500000 Iterationen nach einem burn-in von 100000
Iterationen mit jeweils 20 Wiederholungen fir jedes K bestimmten die Wahrscheinlichkeit fiir jedes
Modell. Die wahre Anzahl der genetischen Gruppen (K) wurde mit der Evanno-Methode (EVANNO et
al. 2005) bestimmt.

Bd Pravalenz und Intensitat

Insgesamt wurde die DNA aus 577 Hautabstriche mit dem PrepMan® Ultra Sample Preparation
Reagent (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA; SHIN et al. 2014) extrahiert. Die Prasenz und
Intensitat der Bd Infektion (gemessen als ,zoospore genomic equivalents”: GE) wurde mittels
guantitativer real time PCR (gRT-PCR) unter Einsatz von Bd-Standards (Microsynth AG, Switzerland)
verschiedener Konzentrationen (0.1 GE, 1 GE, 10 GE und 100 GE Verdiinnung; BOYLE et al. 2004;
HYATT et al. 2007) ermittelt. Dies erfolgte in einem AriaMx Realtime PCR System (Agilent). Die PCR
Konditionen waren eine anfangliche Denaturierung bei 95°C fiir 10 min, gefolgt von 50 Zyklen von 10
s bei 95°C und 1 min at 60°C. Jede Probe wurde zweimal analysiert bei gleichzeitiger Analyse der
Standards, einer negativen und einer positiven Kontrolle.

Proben, die einen mittleren GE > 0.05 aufwiesen, wurden von uns als infiziert betrachtet, also
die Infektion als prasent betrachtet (Infektionsstatus positiv). Die Pravalenz pro Subpopulation wurde
als das Verhaltnis von infizierten Individuen zu beprobten Individuen berechnet. Das 95%
Konfidenzintervall der Pravalenz wurde mithilfe des R-Pakets “prevalence” mit der Jeffreys/Bayesian



Methode (DEVLEESSCHAUWER et al. 2014) bestimmt. Die Intensitdt der Bd Infektion ist der Mittelwert
beider Analysen fir jedes Individuum.

Mit multivariaten statistischen Analysen wurde die Bedeutung von vier Einflusswerten auf
die Bd Prasenz (binomial, 1: infiziert und 0: nicht infiziert) und Bd Intensitat (kontinuierlich in GE)
modelliert: Beprobungszeitraum 1, 1l oder Ill, Standort/Subpopulation, wobei nur die sieben groRten
Subpopulationen in die Analysen eingingen (BE, ED, BM, PA, PB, MB und LI), die drei Mal beprobt
wurden; weiterhin die individuelle Korperkondition (RBI) und die individuelle standardisierte
multilocus Heterozygotie (sMLH). Die Bd Prdasenz wurde mit einem generalisierten, linearen Model
(GLM) mit Binomialverteilung und log-it link (logistische Regressionsanalyse) analysiert. Die Bd
Intensitat wurde log transformiert und mit GLMs, unter Annahme einer Normalverteilung analysiert.

Wir benutzen einen Ansatz der Informationstheorie, um den Zusammenhang zwischen den
vier Einflussgroflen und den Bd Variablen zu berechnen. Die Informationstheorie bewertet mehrere
plausible Hypothesen basierend auf der Datenlage und liefert quantitative Messungen fir die Starke
der Evidenz, die die der Nullhypothese Ubertreffen. Das R-Paket ‘glmulti’ generiert automisch alle
Modelle erster Ordnung (ohne Interaktionen), wobei alle EinflussgroRen mit jeder Bd Variable
getestet wurden (8 Modelle in jedem Fall) und fliihrten dann eine automatische Modellselektion
durch (CALCAGNO & DE MAZANCOURT 2010). Die Giite der Modelle wurden aufgrund des Akaike
Informations Kriteriums (AICc) und ihre Akaike Gewichte bewertet. Fir jedes Modell berechneten wir
auch AAICc und das Evidenz-Verhaltnis als eine Messung der Selektions-Unsicherheit (MAZEROLLE
2006). Wir benutzen weiterhin eine multi-model inference Methode in glmtli, um die relative
Bedeutung jeder EinflussgroBe (Verhéltnis der kumulativen Gewichte aller Modelle einschlielRlich
aller Variablen zu solchen, die die EinflussgréBe nicht einhielten) und dem Regressionskoeffizient (B)
als auch die assoziierten Konfidenzintervalle (Cl). Die EinflussgroRen, welche wir als signifikant
ansehen, liegen oberhalb des Schwellenwertes von 80%. Das 80% Level minimiert die
Wahrscheinlichkeiten fiir Fehler des Types | und Il in Simulationen bei Analysen mit einer Proben-
anzahl dhnlich zu unseren (CALCAGNO & DE MAZANCOURT2010).

Weiterhin schatzten wir die , Bd Infektionsdistanz” basierend auf der Euklidischen Distanz
zwischen den Standorten beziiglich Pravalenz und Intensitdt. Korrelationen zwischen Bd Distanz,
geographischer Distanz und genetischer Distanz wurden mit dem Paket “vegan” in R berechnet fir
Standorte, an denen mehr als 5 Individuen beprobt wurden.

Ergebnisse

Genetische Diversitat in den Subpopulationen

Insgesamt waren die erhobenen genetischen Daten von guter Qualitdt und waren fir die weiteren
Analysen geeignet. Sieben der neun untersuchten Mikrosatelliten waren fir fast alle
Subpopulationen polymorph, wahrend zwei Loci nur fur die Halfte der Gebiete polymorph und fir
die andere Halfte monomorph waren. Diese Loci konnten fiir die Gebiete, in denen sie monomorph
waren, bei dem Test hinsichtlich des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts nicht berlicksichtigt werden.
Bei diesem Test und auch in Hinblick auf das Kopplungsungleichgewicht zeigte sich, dass nur in 16
von insgesamt 119 Tests eine signifikante Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und in
keinem Fall ein Kopplungsungleichgewicht detektiert wurde. Nullallele traten in nur einem Locus (in



einer Subpopulation) auf. Der Allelreichtum variierte von 1,39 bis 1,57 Allelen pro Locus und die
Allelfrequenz reichte von 0,08 bis 0,20.

Die genetische Diversitat, gemessen an verschiedenen Diversitatsindices, zeigte Variation zwischen
den Populationen (Tab. 1), war relativ gering und entsprach damit weitestgehend den Ergebnissen
aus vorherigen Studien Uber die Gelbbauchunke in Niedersachsen (WEIHMANN et al. 2009) und
Hessen (GUICKING et al. 2017). Das Gebiet Edler (ED) hatte dabei die niedrigste Heterozygotie (H,),
und einen sehr hohen F-Wert, der auf einen hohen Grad an Inzucht hindeutet. In mehr als der
Halfte der Populationen traten private Allele auf. Wegen der zu geringen StichprobengroRe gibt es
keine Diversitatsindices fur das Gebiet Waldwiese (WW). Die paarweisen genetischen Distanzen (Fsy)
zwischen den Gebieten variierten von 0 bis 0,27 mit einen globalen Wert von 0,1 Ulber alle
paarweisen Vergleiche.

Tab. 1 Indices der genetischen Diversitdat an neun Mikrosatelliten in Bombina variegata im
Nordlichen Weserbergland mit Informationen zur StichprobengréRe N, zur Gendiversitat (GenDiv) zur
beobachteten und erwarteten Heterozygotie (H, und H.), zum Inzuchtkoeffizienten (Fs), zur Anzahl
privater Allele (Np) sowie zum Allelreichtum, berechnet Uber alle Loci. Beprobungsgebiete (BG):
Liekwegen (LI); JBF-Wiese (JW); Segelhorst (SH); Borstel (BO); Messingsberg (MB); Nato-Station (NS);
P6tzen Steinbruch (PA); P6tzen Militarplatz (PB); Rohden (RO); Bernsen (BE); Edler (ED); Brinkmeyer
(BM); Borstel (BO); Wilpker Egge (WE); Fuchsloch (FL) and Bokshorn (BH), Schlingmiihle (SM).

Standort N GenDiv H, H. Fis Np  Allelreichtum
LI 88 0.55 0.45 0.55 0.18 6 1.59
w 7 0.49 0.52 0.55 -0.06 0 1.52
SH 6 0.39 0.48 0.50 -0.23 0 1.44
BO 5 0.40 0.51 0.51 -0.28 1 1.45
MB 27 0.54 0.55 0.61 -0.02 3 1.58
NS 14 0.52 0.73  0.65 -0.40 0 1.58
PA 21 0.44 0.42 049 0.05 3 1.49
PB 19 0.44 0.38 0.49 0.14 2 1.48
RO 2 0.64 0.50 0.67 0.22 0 1.65
ww

BE 31 0.50 0.46  0.55 0.08 4 1.55
ED 29 0.46 0.34 0.50 0.26 3 1.51
BM 26 0.46 0.45 0.57 0.02 2 1.51
SM 3 0.57 0.37 0.59 0.35 0 1.55
WE 14 0.50 041 054 0.18 2 1.51
FL 3 0.51 0.64 0.61 -0.25 1 1.58
BH 4 0.39 0.54 0.51 -0.38 2 1.45

Populationsstruktur der Gelbauchunken im Nordlichen Weserbergland

Die Analyse der Populationsstruktur ergab, dass das Vorkommen im Nordlichen Weserbergland in
drei genetische Gruppen, also drei Metapopulationen eingeteilt ist (Abb. 1): eine genetische Gruppe
(rot) umschlieRt die Subpopulationen LI, JW, SH, BO, MB, NS, RO, WW, BE, SM, WE und FL. Eine
zweite Gruppe (in lila) umfasst drei Subpopulationen im Stdwesten, ED, BM und BH. Eine dritte
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Gruppe (in blau) gibt es im Sidosten mit PA und PB. Alle drei Gruppen bzw. Metapopulationen teilen
genetische Anteile miteinander, wobei die gréRte Vermischung in der groRten (roten)
Metapopulation zu erkennen ist (Abb.1). Diese Metapopulation umfasst auch alle wieder-
angesiedelten Subpopulationen.

A B

FL BM ED BH WE MB sM BE LI *JWBO NS SH PA PB

Abb. 1 Lage des Studiengebietes in Deutschland (A); Lage der beprobten Standorte bzw. der
Metapopulationen (lila, rot, blau) der Gelbbauchunke im Nordlichen Weserbergland (B) im
Verhaltnis zur Populationsstruktur (C). Auf den Karten sind Flisse als blaue Linien, Strallen als gelbe
Linien, Stadte als graue Flachen und Walder als griine Flachen dargestellt. In B und C prasentiert jede
Farbe (lila, rot, blau) eine genetische Gruppe. In C ist jede Unke als eine vertikale Linie dargestellt, die
entsprechend ihrer genetischen Komposition anteilig jedem Cluster zugeordnet wird. Die weif3en
Linien trennen Beprobungsgebiete. Beprobungsgebiete sind: Liekwegen (LI); JBF-Wiese (JW);
Segelhorst (SH); Borstel (BO); Messingsberg (MB); Nato-Station (NS); Pétzen Steinbruch (PA); P6tzen
Militarplatz (PB); Rohden (RO); Bernsen (BE); Edler (ED); Brinkmeyer (BM); Wiilpker Egge (WE);
Fuchsloch (FL) und Bokshorn (BH), Schlingmuhle (SM). In C * = Waldwiese (WW), 2A = Rohden (RO).

Bd Pravalenz und Infektionsintensitdten

In 15 von 16 beprobten Gebieten wurde Bd auf den Unken gefunden (94,1%, Tabelle 1). Die einzige
Subpopulation in der kein Bd gefunden wurde, wurden nur 3 Unken untersucht. Die Pravalenz
variierte zwischen 0% bis 85,7% zwischen den anderen Standorten. Von den 15 infizierten
Subpopulationen zeigten sechs eine Prdvalenz von liber 50%. Die Gebiete mit der hochsten Pravalenz
waren NS, ED und BM. Die Infektionsintensitdt lag im Durchschnitt bei 0.83GE. Die hdchste
individuelle Infektionsintensitat (570,6 GE) fanden wir in der siidwestlichen Subpopulation ED.

Die paarweise Bd Distanz (Pravalenz+Intensitdt) war weder mit der genetischen Distanz
(paarweiser Fsr) (Mantel Test; r=0.013; p=0.4412) noch mit der geographischen Distanz (Mantel Test;
r=0.1949; p=0.2698) korreliert. Die Intensitdt der Infektion variierte zwischen den sieben
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Subpopulationen und den drei Beprobungszeitraumen (Abb. 2). Die Wahrscheinlichkeit fur Bd
Prasenz und Bd Intensitat war wahrend des letzten Zeitraumes in den meisten Subpopulationen

hoher. Vor allem im letzten Zeitraum war die Infektionswahrscheinlichkeit hoch.

Tab. 2 Pravalenz und Bd Infektionsintensitat in 16 Subpopulationen der Gelbbauchunke im
noérdlichen Weserbergland.
Die Anzahl der infizierten Individuen zur Anzahl der beprobten Individuen (Inf/Total). Prévalenz ist
angegeben in Prozent (%) und ihre 95% Konfidenzintervalle (Cl). Die Infektionsintensitat in GE ist als
Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) angegeben. Der Infektionsbereich (Inf. Bereich) gilt
nur fir Unken, die infiziert waren. Beprobungsgebiete (BG): Liekwegen (LI); JBF-Wiese (JW);
Segelhorst (SH); Borstel (BO); Messingsberg (MB); Nato-Station (NS); PGtzen Steinbruch (PA); P6tzen
Militarplatz (PB); Rohden (RO); Bernsen (BE); Edler (ED); Brinkmeyer (BM); Wilpker Egge (WE);

Fuchsloch (FL) and Bokshorn (BH), Schlingmiihle (SM).

BG Inf/Total % 95% Cl MW GE = SD Inf. Bereich
LI 98/238 41.18% 34.30-46.67 1.80+£0.92 0.07-56.80
JW 2/7 28.57% 8.22-64.11 0.07 £0.16 0.24-0.28
SH 1/6 16.67% 0.86-56.35 0.05 +0.03 0.28-0.28
BO 1/8 12.50% 0.64-47.09 0.02 £0.06 0.13-0.13
MB 27/43 62.79% 47.86-75.62 1.64+0.31 0.05-23.68
NS 12/14 85.71% 60.06-95.99 0.56+£0.12 0.08-1.88
PA 12/61 19.67% 10.38-29.47 1.00+0.47 0.05-62.18
PB 2/28 7.14% 1.98-22.64 0.02 £0.02 0.05-0.26
RO 4/7 57.14% 25.05-84.18 0.47 £0.23 0.12-2.45
BE 20/52 38.46% 26.50-52.04 0.73+0.57 0.07-22.40
ED 32/44 72.73% 58.15-83.65 63.14 £ 14.57 0.08-570.57
BM 28/39 71.79% 47.86-75.62 18.31+5.06 0.08-233.83
SM 0/3 0.00% 0.00-56.15 0.00 £ 0.00 0.00-0.00
WE 13/20 65.00% 43.30-81.90 1.11+0.34 0.06-14.75
FL 1/3 33.33% 1.70-79.23 0.00+0.19 0.05-0.05
BH 1/4 25.00% 1.28-69.94 0.00£0.05 0.21-0.21
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Abb. 2 Variabilitat in der Wahrscheinlichkeit (A) der Anwesenheit von Bd in Abhangigkeit von der
multilocus Heterozygotie wahrend der drei Beprobungszeitraume (I, Il, Il) und fiir sieben
Subpopulationen; und (B) Bd Intensitit (log (1+GE) in sieben Subpopulationen und drei Zeitraumen
wahrend der Fortpflanzungszeit.

Beprobungszeitraume (SP = sampling period): schwarz= Mai bis friher Juni (1), dunkel grau = Juli bis
friher August (1), hell grau = Mitte August bis September (lll). In die Analyse eingeschlossene
Standorte (SS = study sites): Bernsen (BE); Brinkmeyer (BM); Edler (ED); Liekwegen (LI); Messingsberg
(MB); Potzen Steinbruch (PA) und P6tzen Militarplatz (PB).

Bezlglich der Bd Prasenz war nur ein Modell deutlich besser (AAIC > 2) als die anderen
(Tabelle 2). Von den vier EinflussgroRen, zeigten Standort, Beprobungszeitraum und Heterozygotie
(sMLH) Werte von > 80% (=Schwellenwertes) (Abb. 3). Die Modelle ergaben, dass insbesondere drei
Standorte (LIE, B = -1.87, 95% Cl: -2.50 —-1.24; PA, B = -3.64, 95% Cl: -5.42 — -1.86; PB R = -3.67, 95%
Cl: -5.45 — -1.89), die letzten beiden Zeitraume (SP I, B8 = 0.69, 95% Cl: 0.30-1.08 und SP Ill, § = 1.35,
95% Cl: 0.91-1.79) und die Heterozygotie (R = -0.82, 95% Cl: -1.41 — -0.24) einen starken Effekt auf
die Bd Prasenz hatten. Der spatere Zeitraum und eine geringere Heterozygotie hatten einen positiven
Effekt auf die Prasenz von Bd. Die Effekte der Kérperkondition auf Bd kénnen dagegen als schwach
angesehen werden.
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Unter den GMLs, die den Zusammenhang zwischen Bd Intensitdt auf den Unken mit
Standorte, Beprobungszeitraum, den residualen Korperindex und multilocus Heterozygotie
untersuchten, rangierten vier unter den besten Modellen innerhalb des Modellkandidaten (Tabelle 2,
Abb. 3) und zeigten dabei dhnliche AICs Werte bzw. delta AIC = 2 oder kleiner (BURNHAM & ANDERSON
(2002).

Tab. 3 Modellselektion fiir den Zusammenhang zwischen vier EinflussgroRen (Standort,
Beprobungszeitraum, residualer Kérperindex, und standardisierte multilokus Heterozygotie) und
Bd Prasenz (Infektionsstatus) und Bd Infektionsintensitiat. Die Modelle wurden aufgrund ihres
Akaike Informationskriterium eingeordnet (AIC), dem Unterschied zwischen dem besten und den
nachfolgenden Modellen (AAICc), dem Modellgewicht (weight) und dem Evidenzverhaltnis (ER),
welches das Verhéltnis zwischen dem Gewicht des besten Modells und den anderen Modellen
angibt. Es sind nur Modelle mit einem Gewicht von > 0.01 angegeben.

Rank Model AlCc AAIC  weight ER
Bd presence (infection status)
1 Infected~1+SP+SS+sMLH 255.82 0.00 0.59 1.00
2 Infected ~ 1+ SP +SS + RBI + sMLH 257.99 2.17 0.20 2.96
3 Infected~ 1+ SP +SS 258.88 3.06 0.13 4.61
4 Infected ~ 1+ SP +SS + RBI 261.07 5.25 0.04 13.77
5 Infected ~ 1+ SS + RBI + sSMLH 263.30 7.48 0.01 42.19
6 Infected™~1+SS+sMLH 263.61 7.79 0.01 49.12
7 Infected~1+SS 265.25 9.43 0.01 111.57
Bd intensity
1 log(Bd intensity) ~ 1+ SP +SS 405.48  0.00 0.28 1.00
2 log(Bd intensity) ~ 1+ SP +SS + sMLH 406.28 0.81 0.19 1.50
3 log(Bd intensity) ~ 1+ SP +SS + RBI 406.89 141 0.14 2.03
4 log(Bd intensity) ~ 1 +SS + RBI 407.20 1.72 0.12 2.37
5 log(Bd intensity) ~ 1 + SP + SS + RBI + sSMLH 408.05 2.58 0.08 3.62
6 log(Bdintensity) ~ 1 +SS + RBI + sMLH 408.23 2.75 0.07 3.96
7 log(Bd intensity) ~ 1 +SS 408.37  2.89 0.07 4.25
8 log(Bd intensity) ~ 1 +SS + sMLH 408.75  3.27 0.05 5.13
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Abb. 3 Modell Selektion und durchschnittliche Bedeutung jeder EinflussgroRe fiir die Anwesenheit
der Infektion (Bd presence = infection status) und Bd Infektionsrate (Bd intensity) auf Bombina
variegata in sieben Gebieten im Nordlichen Weserbergland. Die oberen Graphiken zeigen die
Gewichte (evidence weight) fiir 15 berechnete Modelle, wdhrend die unteren Graphiken die
Bedeutung der EinflussgroRen zeigt (Schwellenwert 80%). SS = Standort, SP = Beprobungszeitraum,
sMLH = multilocus Heterozygotie, RBI = Kérperkondition.

Diskussion

Das Ziel dieser Studie war fiir die bedrohte Art Gelbbauchunke Bombina variegata die genetische
Populationsstruktur als auch die Infektion mit dem Chytridpilz (Bd) im nordlichen Niedersachsen zu
untersuchen. Pravalenz und Intensitdt der Bd Infektion im nordlichsten Verbreitungsgebiet, dem
nordlichen Weserbergland, wurden dabei in Zusammenhang mit potentiellen EinflussgrofRen wie
Standort, genetische Diversitat, Korperkondition, und unterschiedliche Zeitrdume wahrend der
Fortpflanzungszeit gebracht. Diese Informationen sind wichtig flr ArterhaltungsmalRnahmen, da die
Art in diesem Gebiet duBerst gefdhrdet ist. Die Ergebnisse zeigen, dass die genetische Diversitat
innerhalb der Vorkommen klein bis moderat ausfallt und die Zusammensetzung der Allele relativ arm
ist. Dieses stimmt Uberein mit friheren Studien zur Gelbbauchunke in Deutschland (Sid-
Niedersachsen; WEIHMANN et al. (2009) Nordhessen; GUICKING et al. (2017)). Eine Moglichkeit die
geringe genetische Diversitdt in diesem Gebiet zu erklaren ist, dass es sich um Populationen im
Randbereich des Gesamt-Verbreitungsgebietes handelt. Norddeutschland wurde nach dem

15



Abschmelzen der Gletscher von Stiden her wieder besiedelt. Die Refugialgebiete im Pleistozan der
Gelbbauchunke lagen auf dem Balkan und wahrend der Rickbesiedlung von Mittel- und
Nordeuropas kdnnen viele genetische Varianten verloren gegangen sein (FIJARCZYK et al. 2011).

Diese Wiederbesiedlung war wahrscheinlich durch wiederholte Flaschenhalseffekte, wobei
Populationen genetische Diversitdt verlieren, begleitet (HEwITT 1999, 2004). Weiterhin ist die
genetische Verarmung sicherlich auch auf die rezente Populationsfragmentierung und Isolation in
Deutschland durch grol¥flachige Zerstorung von Primarhabitaten, wie natilrliche Auen (KUHNEL et al.
2009, GOLLMANN & GOLLMANN 2012), zurlickzufiihren. Die verbliebenen Gelbbauchunken Vorkommen
in Deutschland sind auf isolierte Sekundarhabitate wie Steinbriiche oder Militaribungsplatze (auch
hier in unserem Studiengebiet), wo anthropogene Stérungen brauchbare Habitate fir die
Gelbbauchunke schaffen, angewiesen (GOLLMANN & GOLLMANN 2012).

Unsere Analyse mit STRUCTURE zeigte, dass im Studiengebiet drei genetische Gruppen
vorliegen, ein nordliches (wo die meisten Vorkommen zu gehdoren), ein siidostliches (PA und PB) und
ein siidwestliches (ED, BM, BH). Das letzte zeigte den héchsten Inzuchtskoeffizienten. Eine frihere
Arbeit (AUFFARTH et al. unpublished data) deckte auf, dass es in Deutschland fir die Gelbbauchunke
zwei genetische Cluster gibt: ein nordliches Cluster (zu dem die meisten unserer Subpopulationen
zdhlen) und ein sudliches, in das PA und PB fallen. Die Tatsache, dass ED, BM und BH genetisch
unterschiedlich von allen anderen Subpopulationen im nordlichen Cluster sind, hebt ihre genetische
und geographische Isolation hervor und zeigt begrenzten Genfluss zu anderen Gebieten mit
Gelbbauchunken im Studiengebiet an. Diese Isolierung kénnte eine Erklarung fir den hohen
Inzuchtkoeffizienten sein.

Die hier untersuchten Gebiete wurden basierend auf ihrer geographischen Lage in einer
friheren Studie fiinf verschiedenen Metapopulationen zugeordnet (HOPPNER et al. 2017). In dieser
Studie stellte sich heraus, dass drei von HOPPNER et al. (2017) angenommene Metapopulationen
tatsachlich nur eine genetische Gruppe bilden und damit als eine Metapopulation betrachtet werden
sollten (Abb. 1, ,rote Metapopulation®). Die lila und blaue Metapopulation entsprechen jeweils einer
der beiden anderen von HOPPNER et al. (2017) angenommenen Metapopulationen.

Die Analysen zur Bd Infektion offenbahrten hohere Bd Pravalenzen als vorher fir
Gelbauchunken in Deutschland berichtet wurden. OHsT et al. (2013) sammelte 108 Proben von B.
variegata zwischen 2003 und 2011. Die Analysen ergaben dass 13,9% der Individuen und 38,5% der
beprobten Standorte (N=13) befallen waren. Im Bundesland Hessen wurden im Sommer 2011 und
2012 19 Standorte beprobt, wobei in 14 (73,7%) Bd anwesend war. Allerdings wurden in den
nichtinfizierten Populationen nur sehr wenige Unken beprobt (< 4), so dass die Anwesenheit des
Pilzes nicht ausgeschlossen werden kann. Dasselbe kdnnte auf unsere Subpopulation SM zutreffen,
wo nur 3 Individuen beprobt wurden und keines davon mit Bd befallen war. Das heift, die
Nichtdetektion der Infektion an diesem Standort kdnnte falsch-negativ sein (siehe auch die
Konfidenzintervalle fiir die Infektion). Die Infektionsprdvalenz pro Standort lag bei WAGNER et al.
(2017) bei 4.8% bis 66%, und an einem Standort war die Pravalenz lber 50%. In Belgien und den
Niederlanden waren in 2005 5,3% der beprobten Populationen bzw. 7,5% der Unken befallen
(SPITZEN-VAN DER SLUIIS et al. 2014). In einem weiteren Monitoring zwischen 2010 und 2016 in den
Niederlanden fluktuierte die Infektionspravalenz zwischen 0,5 in 2011 bis 22,2% in 2012 und 2016
(SPITZEN-VAN DER SLUIS et al. 2017). Die Infektionsintensitat flir B. variegata in ED in unserer Studie ist
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die hochste bisher flr Deutschland berichtete mit einem Mittelwert fiir GE von 63,14, verglichen mit
einen maximalen Durchschnittswert von 2,86 in WAGNER et al. (2017).

Allerdings lag die durchschnittliche Bd Intensitat in Belgien und den Niederlanden in 2009 bei
42,8 GE (SPITZEN-VAN DER SLUlS et al. 2014) und in der Niederlanden variierte die Intensitat zwischen
4,74 und 34,9 GE fiir Unken, die zwischen 2010 und 2016 beprobt wurden (SPITZEN-VAN DER SLUIIS et
al. 2017). Weiterhin war die maximale Infektionsintensitdt in ED und BM (slidwestliches Cluster)
dhnlich zu denen, die in den Niederlanden gemessen wurden (570.6 und 594 GE). Die hdchste
Intensitat lag in den Niederlanden fir eine adulte Unke bei 10820 GE (SPITZEN-VAN DER SLUISS et al.
2014, 2017). Es wurde angenommen, dass eine Infektionsintensitat (iber 10000 GE letal fiir
Amphibien ware (VREDENBURG et al. 2010; KENNEY et al. 2011), dieses wurde aber kirzlich von HORNER
et al. (2017) widerlegt. Diese Studie fand enorm hohe Infektionsintensitaten bis zu mehreren
Millionen GE in den USA auf Hyla squirella, Notophthalmus perstriatus und Pseudacris ornata. Solche
starken Infektionen in klinisch gesunden Amphibien sind wahrscheinlich verbunden mit einer
artspezifischen Toleranz gegeniber Bd (see VAN Rool et al. 2015), das heiBt ein generell letaler GE
Schwellenwert kann nicht festgelegt werden. Unsere Bd Infektionswerte sind gering gegeniiber den
gerade genannten.

Weiterhin wurde bis jetzt kein B. variegata Individuum tot aufgefunden, weder in den
Subpopulationen mit hohem noch in denen mit niedrigem Bd Befall. Wir nehmen an, dass
Gelbbauchunken geringe Infektionen besser tolerieren als andere Arten (see VAN Rool et al. 2015)
und ein Reservoir flr den Pilz darstellen kénnten (DASzAK et al. 2004; WOODHAMS et al. 2008).
Trotzdem starben zwei gefangene B. variegata in Belgien aufgrund von Chytridiomykose (SPITZEN-VAN
DER SLUIIS et al. 2014) zusatzlich zu den Fallen, die in der Einleitung erwahnt wurden (im Feld in
Tschechien: BALAZ et al. 2014; in Gefangenschaft: STAGNI et al. 2004; SPITZEN-VAN DER SLUIS et al. 2017).
Die hohe Bd Pradvalenz in der std-westlichen Metapopulation (ED, BM, BH) konnte mit der
geographischen und genetischen Isolierung zusammenhangen. Der Einfluss der individuellen
genetischen Diversitdt (sMLH) auf die Wahrscheinlichkeit der Anwesenheit von Bd unterstiitzt diese
Argumentation, wahrend kein Effekt der genetischen Diversitdt auf die Bd Intensitit gefunden
wurde.

Diese Studie zeigte eine hohe Variation in der Bd Pravalenz und Intensitdat zwischen den
Standorten und Beprobungszeitrdumen, und die linearen Regressionskoeffizienten des besten
Models deuten auf eine héhere Wahrscheinlichkeit fiir eine Bd Infektion im spaterem Sommer hin,
wahrend kein klarer Effekt auf die Infektionsintensitat gefunden wurde. Diese Ergebnisse deuten auf
neue Infektionen wahrend der Fortpflanzungsperiode hin, moglicherweise bedingt durch
Verhaltensinteraktionen und Kontakt bei der Fortpflanzung in den Gewassern. Variabilitat in der Bd
Infektion wurde fiir viele Arten in vielen Landern gefunden wie in diesem Dokument schon zitiert. Fir
Deutschland wurde eine solche Variabilitat noch nicht beschrieben. Die héhere Wahrscheinlichkeit
fir eine Bd Infektion in den spateren Beprobungszeitrdumen kénnte auch damit zusammenhangen,
dass Bd hier optimale Bedingungen fand. Bd wachst optimal bei Temperaturen zwischen 17-25°C
(PioTROWSKI et al. 2004) und wahrend der letzten beiden Zeitraume kénnten die Temperaturen
optimaler gewesen sein (tdgliche Durchschnittstemperatur: SP I: 16.2°C, SP Il: 19.5, SP Ill: 19.0°C;
Datenbank der nachsten Wetterstation in Bilckeburg, downloaded von
http://www.sklima.de/datenbank.php). Eine Langzeitstudie fand heraus, dass Umweltfaktoren (v.a.
die tagliche minimale Lufttemperatur in der Woche vor dem Monitoring) und Populationsdynamik
(v.a. Dichte von Juvenilen) in Belgien und in den Niederlanden die Bd Infektion (SPITZEN-VAN DER SLUIIS
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et al. 2017) beeinflussen. Fiur die Zukunft empfehlen wir weitere lokale Umweltkonditionen (z.B.
Temperatur, Feuchtigkeit, Regenfall), Populationsdynamik und andere potentielle EinflussgrofRen wie
kiinstliches Management durch den Menschen in Gebieten mit infizierten Amphibien zu messen.

Unsere Modelle schatzen die Wahrscheinlichkeit einer Infektion, welche hauptsachlich durch
drei Faktoren bestimmt war: das Beprobungsgebiet, der Beprobungszeitraum und die genetische
Diversitat (sMLH), wahrend der Effekt der Korperkondition klein zu sein scheint. Auch in Hessen
(gemessen als Hemmer’s body index; WAGNER et al. 2017) und den Niederlanden (gemessen als
scaled body mass; SPITZEN-VAN DER SLUIIS et al. 2017) wurde keine Korrelation zwischen Koérper-
kondition und Bd gefunden. Die genetische Diversitdt (sMLH and H.) und Bd Infektion (Intensitat und
Pravalenz) waren in der Studie in Hessen nicht korreliert (WAGNER et al. 2017). Allerding wurde in
Hessen die sMLH mit einer anderen Methode geschatzt: Proben wurden Uber unterschiedliche
Zeitrdume genommen und in die Analyse (Korrelationen und GLMs) wurden auch Populationen
eingeschlossen, die nur durch sehr wenige Individuen und nicht-infizierte Individuen vertreten
waren. Hier haben wir unsere Modellselektion auf grolRe Populationen beschrankt, welche drei Mal
beprobt wurden. Dies erschien uns wichtig, da die Bd Infektion zeitlich wahrend der Fortpflanzungs-
zeit schwankt, wahrscheinlich aufgrund Veranderungen in den Umweltbedingungen.

Translokationen und Verbesserungen in der Konnektivitdat zwischen Populationen werden
immer noch kontrovers diskutiert und werden insbesondere fiir Amphibien als wenig effizient
erachtet (DobbD & SEIGEL 1991), da sie mit Outbreeding-Depression, welche in einem Kollaps der lokal
adaptierten Genkomplexe und einem Verlust von Krankheitsresistenz in Verbindung gebracht
werden (GOLDBERG et al. 2005; EDMANDS 2007). Nichtsdestotrotz flihren solche MaBnahmen zur
Erhéhung des Genflusses und der genetischen Diversitdt. Frihere Studien zeigten auch die
Bedeutung der genetischen Diversitat fiir Toleranz und Adaptationsvermogen (Booy et al. 2000). In
dieser Studie war der Befall mit Bd invers korreliert mit der multilocus Heterozygotie. Daher ist es
wichtig, zu kleinen genetischen Diversitdaten entgegenzuwirken, und wir empfehlen Populationen, die
in Artenschutzprojekte involviert sind in Bezug auf Populationsgenetik und Krankheitspravention
regelmalig zu untersuchen.

Solche MalRnahmen zusammen mit weiteren Studien zur anti-Bd-Behandlung und Infektions-
pravention sollte die Erhaltung von gesunden und stabilen Populationen zum Ziel haben. Weitere
ArtenschutzmalRnahmen sollten den Fokus auf den Erhalt héherer genetischer Diversitdaten in den
Vorkommen und die Verbesserung der Konnektivitat durch Migration und Genfluss haben, da dieses
der genetischen Verarmung entgegenwirken und damit die Krankheitsresistenz erhéhen sollte.
Bezliglich unserer Hypothesen kénnen wir feststellen:

1) Das Vorkommen im nordlichen Weserbergland l&sst sich in drei Metapopulationen einteilen.

2) Die Wahrscheinlichkeit von Bd Infektionen unterschied sich zwischen den Subpopulationen und
Metapopulationen und stieg wahrend der Fortpflanzungsperiode an, war also am Ende des Sommers
am hdchsten.

3) Individuen mit einer geringeren genetischen Diversitdt sind mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit
mit Bd infiziert, aber dieser Faktor konnte Unterschiede in der Infektionsintensitat nicht erklaren.

4) Die individuelle Kérperkondition hatte keinen oder nur einen geringen Einfluss auf die Bd
Pravalenz bzw. Bd Infektionsintensitat.
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populationen im Nordlichen Weserbergland. Vortrag, Endveranstaltung NABU Gelbauchunken-
projekt, Leibniz Universitat Hannover.

Fazit/Ausblick

Unsere Studie hat gezeigt, dass die individuelle genetische Diversitdit mit dem Befall durch den
Chytridpilz auf Gelbbauchunken korreliert. Weiterhin war die Pravalenz und Infektionsintensitat in
einer isolierten Population, die einen hohen Inzuchtkoeffizienten zeigte, besonders hoch. Das deutet
daraufhin, dass die genetische Diversitat fiir den Bd Befall bei Gelbbauchunken eine Rolle spielt. In
weiteren Studien sollten die Zusammenhange zwischen der genetischen Diversitdt und Bd Prédvalenz
und Intensitat auf individueller oder Populationsebene noch genauer untersucht werden, in dem
weit mehr als sieben Populationen und unterschiedliche Zeitrdume betrachtet werden. Ahnliche
Studien sind auch fiir andere Amphibien von Noten. Besonders dringend ist es allerdings den Einfluss
des Bd Befalls bzw. seiner Intensitat auf die Fitness der Unken zu untersuchen, also z.B. ob Unken,
die befallen sind, eine verkiirzte Lebenszeit aufweisen, oder ob es bestimmte Stadien gibt (z.B.
Kaulquappen, Juvenile) die besonders betroffen sind, und in wie weit die genetische Diversitat dabei
eine Rolle spielt.
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