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Geschlechtsdimorphismus  grofRenkorrigierte  Volumen  Residuen  der
telenzephalen Lappen, optisches Tektum, Corpus cerebelli und Hypothalamus
wurden als abhéngige Variablen verwendet. Signifikante P-Werte sind fett
gedruckt. Die F-Verhaltnisse wurden unter Verwendung der Lambda-Werte
von Wilks angendhert. (Eigene Tabelle) ... 48

MANOVA mit den Hauptkomponenten zur Identifizierung von
Unterschieden im Gehirnvolumen zwischen den drei Nebenfliissen (Tac, Tac-
S; Puy, Puy-S; Pich-1; Pich-2; Pich-3 (P. petenensis); Pich-S
(P. sulphuraria)) und moglichem Geschlechtsdimorphismus:
Hauptkomponenten der groRenkorrigierten Volumen Residuen von
telenzephalen  Lappen, optischem Tektum, Corpus cerebelli und
Hypothalamus wurden als abhangige Variablen verwendet. Signifikante P-
Werte sind fett gedruckt. Die F-Verhéltnisse wurden unter Verwendung der
Lambda-Werte von Wilks angendhert. (Eigene Tabelle).........cccccceevvvevinnnnne. 48

11



Tabelle 8:

Tabelle 9:

Tabelle 10:

Tabelle 11:;

Umweltparameter mit geografischen Koordinaten der ab Marz 2014
beprobten Lagunen des Nationalparks Restinga de Jurubatiba (Brasilien).
Salzgehalt in  Promille (%0). Die Lagunen wurden nach dem
Salzgehaltsgradienten von SiRBwasser zu Salzwasserlagunen zugeordnet.
PR (Prédationsrisiko); WT (Wassertransparenz); P (Phosphat aufgrund der
bimodalen Verteilung als hoch und niedrig eingestuft) (Eigene Tabelle)...... 60

Ergebnisse der multivariaten Kovarianzanalyse (MANCOVA) zeigen
Volumenunterschiede in den Gehirnarealen von Mannchen und Weibchen
zwischen den Standorten. Die abhédngigen Variablen wurden SL / Hirnmasse
korrigiert und die Volumina von telenzephalen Lappen, optischem Tektum,
Corpus cerebelli und Hypothalamus Ig 10 transformiert. Feste Faktoren waren
,»Geschlecht®, , Pradationsrisiko® (niedrig / hoch), ,,Phosphat* (aufgrund der
bimodalen Verteilung als niedrig / hoch eingestuft, siehe Zusatzmaterial,
Abb. 10) und Wechselwirkungsbedingungen. Kovariaten waren "Salinitat",
"Nitrat" und "Lebensraumproduktivitidt (Chlorophyll a). Die F-Verhaltnisse
wurden unter Verwendung der Lambda Werte von Wilks angenéhert.
Signifikante P-Werte sind fett gedruckt. Die Effektstarke (Partiell 72) ist
nach Cohens (1988) grau markiert und zeigt die wichtigsten Auswirkungen

der Faktoren auf die einzelnen Bereiche. (Eigene Tabelle) .........c.cccoevennnee. 60

Spearman-Rangkorrelationskoeffizient mit gréRenkorrigiertem Hirnvolumen
(unlogarythmiert), Kovariaten: ,,Salzgehalt”, , Nitrat®, ,,Wassertransparenz‘
(als Chlorophyll-a bewertet) und feste Faktoren (,,Phosphat). Angezeigt wird
der Korrelationskoeffizient Spearmans 'rho (r), der die statistische
Abhéangigkeit zwischen den Rankings zeigt und nach Cohen (1988) eingeteilt
wird; signifikantes P-Level (*). (Eigene Tabelle).......c.cccccovvivievieiiiciinenne, 61

Ergebnisse einer univariaten Kovarianzanalyse (ANCOVA) zeigen
Volumenunterschiede  zwischen den  Standorten und /  oder
Geschlechtsdimorphismus von P. vivipara. Abhéngige Variablen: (korrigiert

mit kovariaten SL / BM- und Igl0-transformiert) Telenzephale Lappen,

12



Tabelle 12:

Optisches Tektum, Corpus cerebelli, Hypothalamus, Gesamthirn- und
Riechkolben Volumen. Feste Faktoren: ,,Geschlecht”, ,,Pradationsrisiko®
(niedrig / hoch), ,,Phosphat™ (aufgrund der bimodalen Verteilung als niedrig /
hoch eingestuft, Abb.10) und Interaktionsterme. Kovariaten: "Salinitat",
"Nitrat” und "Wassertransparenz”. Nicht signifikante Interaktionsterme
wurden ausgeschlossen. Signifikante P-Werte sind fett gedruckt. Die
Effektstarke wird nach Cohen (1988) grau hervorgehoben. Eigene Tabelle . 62

Ergebnisse einer univariaten Kovarianzanalyse (ANCOVA) zeigen
Durchmesserunterschiede und / oder Geschlechtsdimorphismus von
P.vivipara. Die abhangigen Variablen, wie AugengréRe und KopfgroRe
wurden groBenkorrigiert mit Kovariate SL und 1g10 transformiert. Feste
Faktoren waren Geschlecht, Prédationsrisiko (niedrig / hoch),
Phosphatkonzentration (aufgrund der bimodalen Verteilung als niedrig / hoch
eingestuft, Abb. 10) und Wechselwirkungsbedingungen. Kovariaten waren
"Salzgehalt”, "Nitrat" und "Wassertransparenz”. Nicht signifikante
Interaktionsterme wurden aus dem Modell ausgeschlossen. Signifikante P-
Werte sind fett gedruckt. Die Effektstarke wird nach Cohen (1988) grau
hervorgehoben. (Eigene Tabelle) ..., 64

13



Abstract

Since the teleost brain is an energetically expensive organ and much more plastic, than, e.g. in
mammals, the question arose, how brain anatomy has been shaped by divergent ecological
factors in different environments, representing “extreme”, “resource limited” and “favorable”
conditions. Therefore, intraspecific studies on free-living and laboratory individuals were
performed in order to understand the evolutionary and ecological shaping of the brain. In the
first part of the thesis, brain volumes between reproductively isolated populations of the
neotropical fish Poecilia mexicana (Nt = 95) living in the dark (in the Cueva Luna Azufre,
Southern Mexico), toxic hydrogen sulphide in a near-by surface habitat (EI Azufre), and a
combination of both stressors darkness and hydrogen sulfide (Cueva del Azufre) were
compared. In a second study anatomical (“convergent™) changes were tested in the teleost
brain along a natural gradient of sulfide concentrations. For this, brains of P.mexicana
(Niotar = 100), which independently developed an increased tolerance to hydrogen sulphide
(H2S) in three river systems (Rio Tacotalpa, Rio Puyacatengo, Rio Pichucalco) in the south of
Mexico were compared. These included a phylogenetically old H,S-adapted form
(P. sulphuraria) and two P. mexicana forms representing earlier stages of adaptation to H,S.
In order to check how other abiotic and biotic factors influence the morphology of the brain
areas phenotypic changes of the brain areas and body morphology of Poecilia vivipara
populations (Nt = 211) from lagoons of the Restinga de Jurubatiba National Park in the
state of Rio de Janeiro (Brasil) were analysed, which vary in abiotic and biotic conditions,
especially in salinity concentration, water transparency, phosphate, nitrate and predator
density. The first study showed habitat-dependent differences in free-living fish. Enlarged
telencephalic lobes, reduced eye size and optical tecta were found in fish living in darkness
with H,S (CA), in darkness without H,S (LA), or in surface habitat with H,S (EA). Fish from
the sulfidic cave (CA) additionally showed an enlarged corpus cerebelli. The comparison to
the brains of laboratory reared female fish (Nt = 25) shows a general reduction in brain size
as well as a small brain size divergence between laboratory reared and free-living fish. Even
in the second study, all H,S-adapted fishes showed smaller eyes, a smaller optical tectum
volume, and a smaller brain volume, but a larger corpus cerebelli and hypothalamic volumes
than fishes from non-sulfidic habitats. River system specific effects were found for the
telencephalic lobes, the entire brain and the eye size as the sexes responded differently to the

presence of H,S, depending on the source of the river system. Also, study three shows that
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environmental factors can cause remarkable shifts in the brain and brain areas. Fishes adapted
to freshwater showed decreased total brain size, telencephalic lobes, corpus cerebelli and
hypothalamus volume. In addition, fishes from saltwater lagoons (hypersaline) showed
reduced optic tectum volume, whereas telencephalic lobes, corpus cerebelli and hypothalamus
volumes increased, compared to freshwater adapted fishes. Brackish water adapted fishes,
showed the largest brain area volumes compared to fresh- and saltwater adapted fishes. In
addition, the results also show differences in the morphology of head and eye diameters
across lagoons. For eye size, head size, optical tectum, hypothalamic, and total brain volume,
sexually dimorphic patterns were observed. The results illustrated that the patterns are almost
identical to those found in fishes living in sulfidic environment. The distinctiv differences in
the brain regions between free-living fishes can be interpreted as part of the mosaic
development. But the results of the laboratory populations show a high amount of phenotypic
plasticity. This study thus emphasizes the importance of combining the study of free-living
individuals with laboratory Individuals to answer questions of brain evolution. Smaller eyes
and a smaller optic tecta, but larger telencephalic lobes were also found in fishes from a
sulphidic surface habitat near one of the caves and are the results of limited vision in turbid
sulfidic habitats. Turbidity and toxicity in sulphidic habitats may explain patterns of brain size
divergence, which are similar in direction (but not degrees) to those observed in cave fishes.
Therefore, the variation in brain anatomy reflects large ecological differences, and repeated
ecological gradients can lead to convergent differences in brain anatomy. The third study
shows plastic changes in the brain volume of poeciliids living in fresh- brackish- and salt
water, which lead to remarkable shifts in the brain and body of P. vivipara populations.
Populations living in saltwater lagoons, whose waters are turbid, show identical patterns to the
sulfide-adapted fishes tested in study one and two. Furthermore, the areas of the brain
decreased in females with an increasing risk of predation, but were larger in males (olfactory
bulb, total brain size, telencephalic lobes, optic tectum, corpus cerebelli and hypothalamus).
This thesis showed plastic changes in the brain volume of poecilids living in fresh-, brackish-
and salt water, which lead to remarkable shifts in the brain and body of P. vivipara
populations. Repeated ecological gradients can lead to convergent differences in brain

anatomy in fishes living under “extreme”, “resource limited” and “favorable” conditions.

15



Zusammenfassung

Diese Dissertation befasst sich mit den Auswirkungen kontrastierender Umweltbedingungen
auf die Gehirnmorphologie von neotropischen Fischen der Gattung Poecilia, welche
unterschiedlichen abiotischen sowie biotischen Stressoren ausgesetzt sind. Da das Gehirn der
Teleostei ein energetisch kostspieliges Organ und viel plastischer ist als z. B. bei S&ugetieren,
stellt sich die Frage, wie die Gehirnanatomie durch divergierende 6kologische Faktoren in
verschiedenen Umgebungen geformt wird, die “extreme”, “ressourcenbeschrankte und
glinstige” Umgebungen représentieren. Zur Beantwortung dieser Frage wurden
intraspezifische Studien an freilebenden und Laborindividuen von Poecilia-Arten
durchgefuhrt, um die evolutionare und 6kologische Formgebung des Gehirns besser verstehen
zu lernen. Im ersten Teil der Arbeit wurden Gehirnvolumina verglichen zwischen reproduktiv
isolierten Populationen des neotropischen Fisches Poecilia mexicana (Ni = 95), die in
Dunkelheit leben (Cueva Luna Azufre), in einem nahegelegenen Oberflachenhabitat (EI
Azufre), welcher giftigen Schwefelwasserstoff enthadlt und einer Kombination aus beiden
Stressoren Dunkelheit und H,S (Cueva del Azufre). In einer zweiten Studie wurde auf
anatomische (,,konvergente) Verdnderungen im Teleost-Gehirn entlang eines natdrlichen
Gradienten von Sulfidkonzentrationen getestet. Hierfur wurden Gehirne (Nt = 100) von
P. mexicana verglichen, die in drei Flusssystemen im Siden Mexikos unabhdngig
voneinander eine erhéhte Toleranz gegenuber Schwefelwasserstoff (H,S) entwickelt haben.
Dazu gehorten eine phylogenetisch alte H,S-adaptierte Form (P. sulphuraria) und zwei
P. mexicana Formen, welche friihere Stufen der Anpassung an H,S darstellen. Zur
Uberpriifung des Einflusses anderer abiotischer und biotischer Faktoren auf die Morphologie
der Gehirnregionen wurde eine weitere Studie durchgefihrt. Hierbei wurden die
phanotypischen Variationen der Gehirnregionen und der Korpermorphologie von
Poecilia vivipara-Populationen (Nt =211) aus Lagunen des Restinga de Jurubatiba
Nationalpark untersucht, die sich in abiotischen Umgebungsbedingungen, insbesondere in
Salzgehalt, Wassertransparenz, Phosphat und Nitrat sowie biotischen Faktoren wie
Pradatorendichte unterschieden. Die erste Studie zeigte lebensraumabhangige Unterschiede
bei freilebenden Fischen. Bei Fischen, die in Dunkelheit ohne H,S (LA) oder in
Oberflachenhabitaten mit H,S lebten, wurden vergroRerte telenzephale Lappen, kleinere
Augen und optische Tekta gefunden. Fische aus der sulfidischen Ho6hle (CA) zeigten
zusatzlich vergroRerte Corpus cerebelli. Der Vergleich mit den Gehirnen von Labor
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aufgezogenen weiblichen Fischen (Nt =25) zeigt eine allgemeine Verringerung der
GehirngroRe sowie eine geringe Abweichung der GehirngroRRe zwischen Labor aufgezogenen
und freilebenden Fischen. Auch in der zweiten Studie zeigten alle in H,S-haltigen
Lebensrdaumen lebenden Fische kleinere Augen, ein kleineres optisches Tektum und ein
kleineres Gehirnvolumen, jedoch gréRere Corpus cerebelli und Hypothalamusvolumen als
Fische aus nicht-sulfidischen Lebensrdumen. Flusssystem-spezifische Effekte wurden fiir die
telenzephalen Lappen, das gesamte Gehirn und die AugengrofRe festgestellt, da die
Geschlechter je nach Quelle des Flusssystems unterschiedlich auf das VVorhandensein von H,S
reagierten. Die dritte Studie zeigt auch, dass andere Umwelteinfliisse bemerkenswerte
Verschiebungen im Gehirn und in den Gehirnregionen verursachen kénnen. Fische, die im
StRwasser leben, zeigten eine verringerte GesamthirngrolRe, telenzephale Lappen, Corpus
cerebelli und Hypothalamusvolumen. Dariiber hinaus zeigten Fische aus Salzwasserlagunen
(hypersalin), ein verringertes VVolumen des optischen Tektum, wahrend telenzephale Lappen,
Corpus cerebelli und Hypothalamusvolumen im Vergleich zu StiRBwasserfischen vergrofert
waren. Im Brackwasser lebende Fische wiesen im Vergleich zu SiR- und Salzwasserfischen
die grofiten Gehirnregion-Volumen auf. Dariiber hinaus zeigten die Ergebnisse Uber die
Lagunen hinweg auch Unterschiede in der Morphologie der Kopf- und Augendurchmesser.
Bei AugengroRe, KopfgroRe, optischem Tektum Volumen, Hypothalamusvolumen und dem
Gesamthirnvolumen wurde ein sexueller Dimorphismus beobachtet. Die dargestellten
Ergebnisse verdeutlichen, dass die gefundenen Muster nahezu mit denen von H,S-Fischen
identisch sind. Die ausgepragten Unterschiede in den Hirnregionen zwischen freilebenden
Fischen kénnen als Teil der Mosaikentwicklung interpretiert werden. Die Ergebnisse der
Laborpopulation zeigen jedoch eine hohe phéanotypische Plastizitat. Diese Studie unterstreicht
damit die Bedeutung der Kombination der Untersuchung von freilebenden mit im Labor
lebenden Individuen zur Beantwortung von Fragen der Gehirnentwicklung. Kleinere Augen
und ein kleineres optisches Tektum, aber groRere telenzephale Lappen wurden auch bei
Fischen aus einem sulfidischen Oberflachenhabitat in der N&he einer der Hohlen gefunden
und sind den Ergebnissen zufolge das Resultat begrenzter Sehkraft in triiben sulfidischen
Lebensraumen. Tribung und Toxizitdt in sulfidischen Lebensrdumen koénnen Muster von
Abweichungen der GehirngroRe erklaren, die in der Richtung (aber nicht im Grad) denen
ahneln, die bei Hohlenfischen beobachtet wurden. Daher spiegelt die Plastizitat in der
Gehirnanatomie grofRe 0Okologische Unterschiede wider. Zudem konnen wiederholte
6kologische Gradienten zu konvergenten Unterschieden in der Gehirnanatomie fuhren. Die
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dritte Studie zeigte plastische Veranderungen im Hirnvolumen von im Siss-Brack- und
Salzwasser lebenden Poeciliiden, die zu bemerkenswerten Verschiebungen im Gehirn und im
Kdorper von P. vivipara-Populationen flihren. Populationen, die in Salzwasserlagunen leben,
dessen Wasser Triibung aufweist, zeigen identische Muster wie die Sulfid angepassten Fische,
aus Studie eins und zwei. Des Weiteren verringerten sich bei steigendem Pradationsrisiko die
Gehirnregionen bei Weibchen, lagen jedoch bei Mannchen vergroRRert vor (Richkolben,
Gesamthirn, telenzephale Lappen, Corpus cerebelli und Hypothalamusvolumen). Diese These
zeigt, dass wiederholte ©kologische Gradienten zu konvergenten Unterschieden in der
Gehirnanatomie bei  Fischen (Poecilia) fuhren koénnen, die unter “extremen’,

“ressourcenbegrenzten” und “gunstigen” Bedingungen leben.
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1. Einleitung

Diese Dissertation befasst sich mit den Auswirkungen kontrastierender Umweltbedingungen
auf die Gehirnmorphologie von neotropischen Fischen der Gattung Poecilia, welche

unterschiedlichen abiotischen sowie biotischen Stressoren ausgesetzt sind.

1.1 Okologische Artbildung entlang von Umweltgradienten

Die Erforschung von Anpassungen an sich verandernde Umweltbedingungen auf Ebene von
Physiologie, Anatomie und Verhalten stellt ein Kernthema der Evolutionsbhiologie dar.
Anpassungen an Okologische Gradienten konnen nicht nur Verschiebungen adaptiver
Merkmale hervorrufen (wie die Zunahme oder Verstarkung von Abweichungen zwischen nah
verwandten Arten, die im selben Verbreitungsgebiet leben), sondern auch Prozesse der
Artbildung (Speziation) vorantreiben. Diese okologische Artbildung wird verstarkt, wenn
natlrliche Selektion die Merkmalsauspragung verschiebt, dadurch direkt oder indirekt den
Genpool einer Population beeinflusst und somit zu reproduktiver Isolation fiihrt (Schluter,
2001). Besonders gut kann diese 6kologische Artbildung entlang 6kologischer Gradienten
beobachtet werden, die durch die An- oder Abwesenheit bzw. unterschiedliche Stérke
okologischer Stressoren charakterisiert sind. Lokale Umweltbedingungen kénnen im Verlauf
der Anpassung sowohl prézygotische (Turelli, et al., 2001) als auch postzygotische (Hatfield
& Schluter, 1999) Isolationsmechanismen hervorrufen. Diese genetische Differenzierung wird
auch als "Isolation infolge Adaption” (engl. isolation-by-adaption) bezeichnet (Nosil, et al.,
2009) und kann zur 6kologischen Artbildung fihren (Rundle, et al., 2000; Schluter, 2001,
Rundle & Nosil, 2005; Dettman, et al., 2007; Langerhans, et al., 2007).

1.2 Anpassung an extreme Umweltbedingungen

Das Spezielle "extremer Umweltbedingungen™ ergibt sich daraus, dass sich mindestens ein
Stressor auBerhalb der normalen Skala befindet. Umweltbedingungen kénnen allgemein in
abiotisch (z. B. Lichtintensitdt und -qualitdt, Temperaturvariation, Salzkonzentration, pH-
Wer) und biotisch (z. B. Nahrungskonkurrenz, Pradatorendruck, Nahrungsangebot)
unterschieden werden. Manche Arten kdnnen einen weiten, andere einen eher engen Bereich
der Faktorenvariation tolerieren. Faktorenkombinationen, die nur von wenigen Arten toleriert

werden, konnen als Extrembedingungen bezeichnet werden. Diesen Extrembedingungen
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gegeniber sind die meisten anderen Arten lediglich kurzzeitig tolerant. Wie Péqueux, 2008
und Tobler & Plath, 2011 zeigen, ist die Aufrechterhaltung der inneren Homoostase unter

diesen Bedingungen filr einen Organismus besonders energieaufwandig (28; 138).

1.2.1 Dauerhafte Dunkelheit in Hohlen

Zu den extremen Lebensrdumen z&hlen Hohlensysteme mit stabilen klimatischen
Eigenschaften (gleichméRRige Temperatur und Luftfeuchtigkeit, geringem oder ganzlichem
Fehlen von Licht), die durch spezielle Tiergemeinschaften besiedelt werden. Hohlen weisen —
durch das Fehlen von Primarprodukten photoautotropher Organismen — eine typische
Nahrungsmittelknappheit auf (Poulson & White, 1969). Es sind "unwirtliche Lebensraume".
Die Populationen sind hdaufig vergleichsweise individuenarm, was eine eher geringe
Variabilitat und damit potenzielle Adaptionsrate bewirkt (Poulson & White, 1969). Generell
ist die genetische Vielfalt sowie die phanotypische Plastizitat infolge natirlicher Selektion
(vgl. genetischer Flaschenhals: Atarhouch, et al., 2006) in Hohlen nach einer
Primaranpassung reduziert, da aufgrund der stabilen Umweltbedingungen weniger Selektion
stattfindet. Aufgrund dessen, dass Hohlentiere oft Nachfahren wvon regional noch
vorkommenden Oberflachentieren sind, ist es moglich beide Okotypen miteinander zu
vergleichen, um festzustellen, welche Anpassungen an das Habitat reduziert oder verstarkt
sind (Jeffrey, 2001). Zu dieser Thematik wurden fiir StiRwasserfische verschiedene Studien
veroffentlicht (Poulson, 1963; Amblyopsis spp.: Poulson & White, 1969; Astyanax mexicanus:
Jeffrey, 2001; Parzefall, 2001; Poecilia mexicana: Plath & Tobler, 2010), die im
Wesentlichen identische Veranderungen zeigten, z. B. reduzierte Augen (Plath, et al., 2004),
Pigmentverlust (Poulson & White, 1969), VergrolRerung des Seitenlinienorgans (Poulson &
White, 1969; Parzefall, 1970) sowie verminderte Fruchtbarkeit und gréRere Nachkommen
(Poulson & White, 1969; Hippop & Wilkens, 1991).

1.2.2 Sulfide vulkanischen Ursprungs im Gewasser

In Gebieten mit erhohter vulkanischer Aktivitat konnen kurzzeitig hohe Konzentrationen von
Sulfiden (Schwefelwasserstoff H,S und seine Dissoziationsprodukte) auftreten. Es gibt viele
Habitate, die dauerhaft eine hohe Konzentration von Sulfiden aufweisen (vgl. Tiefsee
Hydrothermalquellen: Van Dover, 2000; Hohlen: Tobler, et al., 2006; Riesch, et al., 2010;

Tobler & Plath, 2011). Sulfide werden von im Wasser geléstem Sauerstoff oxidiert und
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fihren zu Hypoxie und einem sinkendem pH-Wert. Sie kénnen wegen ihrer Lipidloslichkeit
biologische Membranen durchdringen und wirken als Inhibitoren der Cytochrom ¢ Oxidase,
indem sie den Elektronentransport in der aeroben Respiration blockieren (Reiffenstein, et al.,
1992). Sulfide binden das Eisen im Hamoglobin und ersetzen den Sauerstoff. Dies wiederum
kann zum Massensterben der lokalen Fauna und zur Eutrophierung des Gewassers fiihren
(Torrans & Clemens, 1982; Grieshaber & Volker, 1998; Bagarinao & Lantin-Olaguer, 1999).
H,S ist aufgrund seines biochemischen Effektes bereits in mikromolaren Mengen fur die
meisten aeroben Organismen hoch toxisch (Torrans & Clemens, 1982; Bagarinao, 1992;
Grieshaber & Volker, 1998). Durch Methylisierung, nicht-spezifische Oxidation oder
enzymatische Oxidation kann in den Mitochondrien eine Detoxifikation schadlicher
Chemikalien erreicht werden. Viele Organismen sind in der Lage Sulfide zu Thiosulfat zu
detoxifizieren und auf diese Weise Energie zu gewinnen (vgl. Fundulus parvipinnis,
Kalifornischer Killifisch: Bagarinao & Vetter, 1990). Fische der Gattung Poecilia haben eine
spezifische Verhaltensweise — die aquatische Oberflichenatmung (engl. ,,Aquatic surface
respiration, ASR*) entwickelt, um mit erhéhten Schwefelkonzentrationen zurechtzukommen.
Populationen die hypoxische H,S-haltige Habitate besiedeln, sind dadurch in der Lage die
Luft-Wasser-Grenzflache zu nutzen, in der der hochste relative Sauerstoffgehalt und die
geringste Sulfidkonzentration vorhanden ist (Plath, et al., 2007a). Da es sich hierbei um eine
energieaufwandige Verhaltensanpassung handelt, stehen weniger Energieressourcen fir
Wachstum und Reproduktion zur Verfugung (Calow, 1989; Sibly & Calow, 1989). Dieses
Phinomen wird auch als ,,trade-off* (Austausch, Abstimmung, Kompromiss) bezeichnet und
ist ebenfalls in anderen Fischarten (vgl. Cyprinodontidae: Rivulus hartii; Characidae:
Hyphessobrycon pulchripinnis) unter hypoxischen Bedingungen nachweisbar (Kramer & Mc
Clure, 1982). Die erbliche Komponente dieser Anpassung wurde bei Fischen der Gattungen
Gambusia und Poecilia untersucht. Es zeigte sich, dass Fische aus H,S Lebensraumen unter
Laborhalterung auch noch nach mehreren Generationen eine erhohte Toleranz gegentiber H,S

aufweisen, auch wenn sie nicht in einer sulfidischen Umwelt leben.

1.2.3 Umweltfaktor Hypersalinitat

Der Salzgehalt eines Gewadssers stellt ebenfalls einen extremen Umweltfaktor dar. Marine
Okosysteme und deren abiotische Lebensbedingungen zeichnen sich durch eine in der Regel

einheitliche Salzkonzentration (ca. 35 Promille) und eine ausreichende
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Sauerstoffkonzentration aus. Die Salzkonzentration von zuflieRenden Flissen liegt in der
Regel bei unter 0,3 Promille (Wittig & Streit, 2004, pp. 139-140). In Kapitel 2.3 wird
insbesondere die Gehirnmorphologie von Fischen (Poecilia vivipara) unter Einfluss eines
Salzgradienten untersucht. Salz kann sowohl die biotischen Eigenschaften (vgl. z. B.
Vorhandensein / Fehlen von Raubtieren: Hollanda-Carvalho, et al., 2003; Verfugbarkeit von
Nahrungsmitteln: Gomes Jr. & Monteiro, 2008; Suzuki, et al., 1998) als auch abiotische
Eigenschaften beeinflussen (vgl. z. B. Habitatstruktur: Hollanda-Carvalho, et al., 2003;
physikalisch-chemische Eigenschaften von Wasser: Gomes Jr. & Monteiro, 2008;
Nitrifikation: Santoro & Enrich-Prast, 2009). Des Weiteren ist die Salzkonzentration fiir die
Erhohung der Wachstumshormonkonzentration (Deane & Woo, 2009), fur die Effizienz des
Stoffwechsels (Haney & Walsh, 2003) und flr die Senkung der Energiekosten bei der
Osmoregulation (Boeuf & Payan, 2001) verantwortlich. Die aquatische Vegetation und
insbesondere aquatische Organismen bendtigen spezifische Anpassungen unter diesen
Bedingungen. Dies wird bei Fischen durch die osmoregulatorischen Mechanismen
mitochondrienreicher Zellen in den Kiemen sichergestellt (Rocha, et al., 2010). Weaver et
al. (2016) zeigen Beweise fir mitochondriale Veranderungen in den Kiemen und dadurch
bedingt eine vierfach hohere Expression der ATP-Synthase in Kiemengewebe aus
Hypersalzpopulationen von z. B. Limia. Araljo, et al. (2014) postulierte eine direkte
Assoziation der mittleren KorpergroRe mit einem Salzgradienten sowie mit anderen Adult-

GroRen wie Fruchtbarkeit und NachwuchsgroRe bei Poecilia.

1.2.4 Auswirkung von Pradation auf die Gehirnmorphologie

In allen Habitaten kommt es zur Interaktion zwischen unterschiedlichen Arten, da diese in der
Regel miteinander vergesellschaftet sind. Das gemeinsame Auftreten beruht auf der
gemeinsamen Nutzung von Ressourcen beziehungsweise der Praferenz fiir gleiche abiotische
Standortfaktoren. Lebewesen haben sich im Laufe der Evolution an das Zusammenleben mit
anderen Arten angepasst und tragen untereinander zur Regulierung von Populationen bei (vgl.
Bestauber: Wittig & Streit, 2004). Dieses Zusammenleben kann zum gegenseitigen Nutzen
(durch Symbiose), aber auch nachteilig fir eine oder auch mehrere Populationen sein, da sie
in Konkurrenz zueinander stehen. Der Einfluss der Pradation auf unterschiedliche
Populationen von Poecilia vivipara durch aquatische karnivore Rauber ist nicht unerheblich.

Der Préadationsdruck wurde als wichtige Kraft vorgeschlagen, die Gehirn, Verhalten und
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Lebensgeschichte beeinflusst. Gomes Jr. & Monteiro (2008) zeigten, dass Populationen, die
unter hohem oder niedrigem Raubdruck zueinander stehen, eine betréchtliche Variation der
Korperform aufweisen. Sie stimmen mit den Mustern Uberein, die fir andere Poeciliid-Arten
beobachtet wurden. Jingste Studien deuten darauf hin, dass die Anwesenheit von Pradatoren
grolere Gehirne bei den Beutetieren hervorrufen koénnen, da erhohte kognitive und
sensorische Fahigkeiten es der Beute ermdglichen, Raubtieren besser zu entgehen oder ihre
Leistung zu verbessern (Kotrschal, et al., 2015a; van der Bijl, et al., 2015). Kotrschal, et al.
(2013) und (2017) untersuchten in einem offenen Feldtest mit P. reticulata, dass die R&uber-
Beute-Interaktion, die fiir die anatomische Vielfalt des Wirbeltiergehirns entscheidend ist, die
GehirngroRe und somit das Verhalten von Individuen stark beeinflusst hat. Zusatzlich weist
Reddon, et al. (2018) darauf hin, dass die Prédatorenexposition bei freilebenden und

Labortieren (bei mannlichen Guppies) die relative Hirnmasse erhéht.

1.3 Aktueller Stand der Forschung zur Hirnevolution bei Teleostei

Es gibt viele, teils sehr kontrovers diskutierte Studien, die die Frage behandeln, welche
Faktoren die relative HirngroRBe beeinflussen. Es wurden Aspekte, wie Hirn-Korper-
Verhaltnis, die Aussagekraft Uber Intelligenz (Striedter, 2005) und spezifischer
Verhaltensweisen (Humphrey, 1976; Jerison, 1976) betrachtet. ,, Trotz intensiver Erforschung
der ,, Intelligenz* in den vergangenen hundert Jahren gehen die Auffassungen dariber, was
unter Intelligenz zu verstehen ist, weit auseinander. Ein Grund fur diese Uneinigkeit
entspringt wohl der Tatsache, dass Intelligenz als Begriff keinen allgemein anerkannten,
objektiven Inhalz besitzt“ (Funke & Vaterrodt, 2009). Striedter (2005) zeigte, dass Tiere,
welche Jagdstrategien entwickeln, ein groReres Gehirn besitzen, als Tiere, welche keine
erkennbare Strategie aufweisen (,,Hypothese des schlauen Jagens®). Da nachweislich ein
Zusammenhang zwischen Hirngrélie und der Intelligenz besteht, beschrieb Jerison (1976), die
biologische Intelligenz als die Kapazitdt Wahrnehmungswelten zu erschaffen, indem unter
anderem Informationen der Sinnesorgane einbezogen werden. ,, Die Wahrnehmung ist eine
psychologische Funktion, die dem Organismus (mittels spezieller Einrichtungen:
Sinnesorgane) die Aufnahme und Verarbeitung von Informationen betreffs Zustand und
Verdnderung der Aufsenwelt erméglicht (Arnold, et al., 1996, p. 2519). Humphrey (1976)

postulierte, dass auch das Sozialverhalten positiv mit der Intelligenz und somit mit der

23



GehirngroRe zusammenhangt. Pollen et al., 2007 zeigte das diese urspringlich flr Primaten

entwickelte Hypothese auch auf Barsche tbertragbar ist.

Gemal der ,,teuren Gewebe-Hypothese* miissen die Vorteile einer erhdhten Gehirngrofle die
damit verbundenen Kosten tberwiegen (Aiello & Wheele, 1995; Atwell & Laughlin, 2001;
Kotrschal, et al., 2013). Da auch der relative Anteil einzelner funktioneller Regionen des
Gehirns betrachtet werden muss (Glendenning & Masterton, 1998), sind in diesem
Zusammenhang zwei Hypothesen von groRer Bedeutung entstanden, welche die evolutive
Verénderung von Gehirnregionen betrachtet. Die von Barton & Harvey, 2000 und de Winter
& Oxnard, 2001 entwickelte Hypothese der Mosaikevolution besagt, dass sich einzelne
Hirnregionen bedingt durch naturliche Selektion unabhangig voneinander verdndern kénnen.
Wenn ein Selektionsdruck eine spezifische Verhaltenweise beeinflusst, bewirkt dies eine
Verdnderung der Hirnregion, die dieses Verhalten steuert. Im Gegensatz dazu steht die
Theorie der konzertierten Evolution (Finlay & Darlington, 1995; Finlay, et al., 2001), welche
besagt dass sich das Gehirn als eine funktionelle Einheit — also abh&ngig von den einzelnen
Hirnregionen — als Reaktion auf naturliche Selektion an gegebene Umweltbedingungen
anpasst. Zusatzlich zu der Frage, wie sich Hirnregionen evolutiv entwickeln, ist zu klaren, wie
sich diese Anpassungen an gegebene Umwelten &ufern. Bei einer phanotypischen
Auspréagung von Eigenschaften spielen sowohl Umwelteinflisse als auch die Gene eine
wichtige Rolle. Daher stellte sich die Frage, ob diese Anpassungen an nachfolgende
Generationen weitergegeben werden konnen. Bei erblichen Merkmalen (Gene sind fir dieses
Merkmal fixiert) entspricht der Phanotyp dem Genotyp. Bei nicht erblichen Merkmalen hangt
die phanotypische Ausprdgung maRgeblich von den individuellen Umweltbedingungen ab.
Das Verhéltnis von genetischer Varianz zur Gesamtvarianz eines Merkmals wird als
Heritabilitdt im weiteren Sinne (h2) beschrieben (Falconer, 1981). Die Anpassung von
Lebewesen an ihren Lebensraum oder die genetisch festgelegte Auspragung von bestimmten
Merkmalen, die maligeblich von den individuellen Umweltbedingungen abhangen, wird auch
als Plastizitdt bezeichnet. Das heillt, der Phdanotyp eines Individuums kann durch
Umwelteinflisse hervorgerufen werden, indem sich auch erworbene Eigenschaften
widerspiegeln (vgl. vergroRerte/verkleinerte Muskelgruppen je nach Gebrauch oder
Kleinwuchs bei widrigen Umweltbedingungen). Diese erworbenen Eigenschaften werden
nicht im Genotyp fixiert und beeinflussen diesen nicht. Stearns (1989) & de Jong (1988)
schlugen vor, die plastischen Eigenschaften eines Merkmals als eigenstandiges Merkmal zu
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betrachten. Die neuronale Plastizitat (also die Eigenschaft von Synapsen, Nervenzellen oder
auch ganzen Gehirnregionen), in Abhangigkeit von der Verwendung in ihren Eigenschaften,
spielt ebenfalls eine zentrale Rolle. Im Gegensatz zu Amnioten (vor allem S&ugetiere) zeigen
die Fische im Adult-Stadium eine betrachtliche Neurogenese, d. h. lebenslanges Wachstum
des Gehirns (Zupanc, 2001; Charvet, et al., 2011). Dartiber hinaus ist bekannt, dass das
Gehirn ein hoch-plastisches Organ ist, welches sich rasch an seine Umgebung anpassen kann
(Nottebohm, 1981; Hofmann, 2003; Gonda, et al., 2009b; Gonda, et al., 2011; Kotrschal, et
al., 2012b). Die wenigen intraspezifischen Studien (Gonda, et al., 2009a; Crispo & Chapman,
2010; Gonda, et al., 2011), die sich auf diesen Bereich konzentrieren, zeigten die
Notwendigkeit fur solche Studienentwdirfe, weil sie belegen, dass die Variation in der
HirngroRe in freilebenden Populationen hoch phénotypisch plastisch ist. Daraus resultiert,
dass ohne Plastizitat keine Anpassung moglich ist. Im Allgemeinen zeigen mehrere Studien
die plastischen Fahigkeiten des Gehirns wahrend der Entwicklung im Laufe der Ontogenese
und berichten Uber eine breite Palette von Unterschieden in der Gehirngrofle und
Gehirnproportionen zwischen den Teleostei-Arten. Gehirnplastizitét bezieht sich dabei auf die
Féahigkeit Struktur und Funktion — die durch Erfahrungen ausgeldst wurden — zu andern,
welche ein wichtiges Stimulans fur die Gehirnplastizitat ist. Zum Beispiel beeinflusst eine
Verénderung der Habitat-Heterogenitét die Gehirngrélie von im Labor aufgezogenen Guppies
und fuhrt zu einer hohen plastischen Reaktion der verschiedenen Gehirnteile (Burns & Rodd,
2008; Burns, et al., 2009). Toli, et al. (2017) postulierten, das Verdnderungen der Habitat-
Heterogenitat die HirngroRe in Stichlingen (Pungitius pungitius) nicht beeinflussen. Andere
Studien wiederum zeigten, dass ein Grofdteil der GehirngroRenvarianz — in freilebenden
Atlantik Mollies Poecilia mexicana (Eifert, et al., 2014), aber auch in Stichlingen und

Guppies (Gonda, et al., 2011; Gonda, et al., 2012) — durch Umweltplastizitét verursacht wird.

1.4 Hypothesen und Fragestellungen

Um die Entwicklung des Gehirns im Poecilia-Komplex besser zu verstehen, liegt im ersten
Teil dieser Studie der Fokus auf dem Vergleich von freilebenden und Laborindividuen. Dazu
wurden die Hirnvolumina zwischen reproduktiv isolierten Populationen des neotropischen
Fisches Poecilia mexicana (Nt = 95), die sich lokal an Dunkelheit (Cueva Luna Azufre, im
Folgenden LA), an toxischen Schwefelwasserstoff in einem Oberflachenhabitat (ElI Azufre,

im Folgenden EA) und einer Kombination aus beiden Stressoren (Dunkelheit und H,S)
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(Cueva del Azufre, im Folgenden CA) angepasst haben, sowie den gleichen
Laborpopulationen miteinander verglichen. Eine Reihe von Studien zur Divergenz der
HirngroRen in Fischen wurden nur auf freilebende Exemplare angewendet (Kotrschal, et al.,
1998; Pollen, et al., 2007; Gonzalez-Voyer, et al., 2010) und scheinen gute Beweise fiir die
Mosaikevolution zu geben. Studien an Stichlingen und Guppies zeigten einen hohen Grad an
phénotypischer Plastizitat in der Hirngrofle (Gonda, et al., 2011; Gonda, et al., 2012; siehe
auch Referenzen in Burns & Rodd, 2008; Burns, et al., 2009; Gonda, et al., 2013). Eine relativ
neue Publikation zur Entwicklung des Gehirns (Gonda, et al., 2013) betont daher, dass vor
dem Testen aller evolutionaren Fragen beziglich der GehirngrofRe und Architektur mehr

intraspezifische Studien erforderlich sind. Folglich stellten sich die Fragen,

a) Wie beeinflussen H,S und Dunkelheit die Hirnmorphologie von P. mexicana? Gibt es
eindeutige Unterschiede zwischen den Hirnbereichen beim Vergleich von
Oberflachen- und hdhlenbewohnenden, nicht-sulfidischen und sulfidischen sowie

freilebenden und im Labor gehélterten Populationen?

Hypothese: Unter dem Einfluss von H,S und Dunkelheit kommt es zu

morphologischen Verschiebungen in den Hirnbereichen und in der Gehirngrolie.

b) Wenn intraspezifische Unterschiede in der GehirngroRe zwischen Arten oder
Populationen vorhanden sind, sind diese Variationen hauptséchlich phénotypisch
plastisch oder lokal bedingte Anpassungen?

Hypothese: Die beobachteten Unschiede in der GehirngroBe von Populationen sind

hauptséachlich phanotypisch plastisch.

Diese Hypothesen wurden im Rahmen der Dissertation veroffentlicht und in einem Peer-

Review-Prozess Uberpriift.

Im zweiten Teil dieser Dissertation wurden Fische aus sulfidischen und nicht-
sulfidischen Habitaten der drei Flusssysteme (Rio Pichucalco, Rio Puyacatengo, Rio

Tacotalpa) untersucht und getestet ob,

a) es wiederholte Uberginge entlang eines replizierten, natiirlichen Toxizitatsgradienten
gibt und ob dies zu wiederholten ("konvergenten™) anatomischen Verénderungen des
Teleostier-Gehirns fihrt.
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Hypothese: Es existieren wiederholte Uberginge entlang eines replizierten, natirlichen
Toxizitatsgradienten, welcher zu wiederholten anatomischen Veranderungen des Gehirns
fuhrt.

Diese Hypothese wurde im Rahmen der Dissertation verdffentlicht und in einem Peer-

Review-Prozess Uberpriift.

In der letzten Studie wurde die phanotypische Variation der Gehirnregionen und der
Kdrpermorphologie von Poecilia vivipara-Populationen aus Standorten untersucht, die sich in
abiotischen Umgebungsbedingungen — insbesondere in Salzgehalt, Wassertransparenz
(Chlorophyll-a), Phosphat, Nitrat und biotischen Faktoren (Pradatorendichte) — unterschieden.
Durch Einwirken verschiedener abiotischer und biotischer Bedingungen wurden Unterschiede
in den Gehirnregionen erwartet, aus welchen sich folgende Fragen ergaben:

a) Wie beeinflussen Salzgehalt, Wassertransparenz (Chlorophyll-a), Phosphor, Nitrat
und Prédatorendichte die Gehirnmorphologie von P. vivipara? Gibt es eindeutige
Unterschiede zwischen den Gehirnregionen beim Vergleich von Frisch- und
Salzwasserpopulationen? Gibt es Ahnlichkeiten zu den Ergebnissen aus der ersten
Studie?

Hypothese: Unterschiedliche abiotische und biotische Stressoren beeinflussen die

Gehirnmorphologie von Frisch- und Salzwasserpopulationen unterschiedlich.

Aufgrund der energetischen Konsequenzen und im Gegensatz zu Veranderungen der auReren
Morphologie kénnen Anderungen — in Gehirnregionen mit bekannter zerebraler Funktion —
Hinweise auf eine differenzierte Auswahl von Merkmalen liefern. Das Analysieren von
Mustern der phanotypischen Variation von Gehirn und Korper entlang von Umweltgradienten
kann dabei helfen, die Evolution des Gehirns zu entwirren, und ist ein natzlicher Schritt zur

Identifizierung von Kandidatenvariablen, die diese induzieren.
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2. Untersuchungen im Rahmen der Arbeit

2.1 Erblichkeit von Merkmalen vs. hohe Variationsbreite

2.1.1 Studiensystem Cueva del Azufre Flusssystem des Rio Tacotalpa /
Mexiko

Populationen des Atlantik Molly (Poecilia mexicana) bewohnen Oberflachenhabitate und
Hohlen in Std-Ost Mexiko (Cueva del Azufre System, Tabasco; Abb. 2 A; B) und bieten ein
ideales System, um die zugrundeliegenden Mechanismen zur Abweichung der Gehirngrofiie
zu untersuchen (z. B. Heritabilitdt vs. phanotypische Plastizitdt). Das Vorkommen von
sulfidischen Gewassern im Stidosten Mexikos wird mit der Aktivitat des Vulkans EI Chichon
in Verbindung gebracht (Rosales et al., 2006). In der ersten Studie wurden die Hirnvolumina
zwischen reproduktiv isolierten Populationen von Poeclilia mexicana untersucht, welche in
Dunkelheit leben (LA), in einem Oberflachengewadsser (EA), welches toxisches H,S enthélt
oder in einer Hohle mit einer Kombination aus beiden Stressoren (CA). Mehrere Populationen
in diesem System zeigen starke Muster der lokalen Anpassung (Plath, et al., 2007; Tobler, et
al., 2008a; Riesch, et al., 2010) und die Entstehung reproduktiver Isolation (Tobler, et al.,
2009b; Plath, et al., 2010; Plath, et al., 2013). Sie haben sich an zwei Selektionsquellen
angepasst: Das Vorhandensein oder Fehlen wvon Licht zwischen Oberflachen- und
Hohlenlebensrdumen  sowie das Vorhandensein oder Fehlen von toxischem
Schwefelwasserstoff (H,S) zwischen Lebensrdumen mit verschiedenen Wasserquellen
(Tobler, et al., 2008a; Tobler, et al., 2008b). Die beiden Faktoren treten in allen
Kombinationen auf, sodass neben den regelmélRigen Oberflachenstromen, die wvon
P. mexicana bewohnt werden, die gleiche Art ein sulfidisches Oberflachengewasser (EA) —
eine nicht-schwefelhaltige Hohle (LA) — sowie verschiedene Kammern einer sulfidischen
Hohle (CA; Abb. 2c) bewohnt. Die Cueva del Azufre wird in 13 Kammern unterteilt. Die
vorderen Kammern sind durch circa 20 Oberlichter in der Decke in geddampftes Licht
getaucht, wahrend die hinteren Kammern (ab Kammer V1) in vélliger Dunkelheit liegen. So
haben zum Beispiel die Kammern X und XIII eine Lichtintensitat von gerade mal 0,0005
Lumen pro Quadratmeter. Die Kammer XIII ist durch einen kleinen Wasserfall (~ 1,6 m
Hohe) komplett von den restlichen Kammern getrennt. Die Schwefelkonzentration ist in

dieser Kammer aufgrund ihrer Lage sehr gering, wéhrend die Konzentration an Sauerstoff
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dagegen relativ hoch ist. Die Konzentration an H,S (kolloidale Schwefelpartikel) erreicht
mehr als 300uM. Die Konzentrationen an H,S und Dunkelheit nehmen zu, je weiter die
Kammern vom Hohleneingang entfernt liegen und es ist zu erwarten, dass die phanotypischen
Verénderungen graduell sind. In Kammer X ist die hochste Konzentration an H,S und damit
auch die geringste Menge an Sauerstoff. Obwohl Hohlen in der Regel als energiearme
Habitate angesehen werden, ist die Cueva del Azufre energiereich, da chemoautotrophe
Bakterien H,S nutzen und somit chemoautotrophe Primérprodukte produzieren.

2.1.2 Praparationen

Fische (Ntow =95) wurden mit einer Uberdosis von Tricain Methansulfonat (MS-222,
Sandoz, Rotkreuz, Schweiz) euthanasiert und in 5% phosphatgepuffertem Glutaraldehyd
fixiert. Aus logistischen Grinden wurden LA-Proben direkt nach dem Einfangen in 10 %-
igem Formalin aufbewahrt, wahrend alle anderen Proben anfanglich in 70 %-igem Ethanol zu
anderen Zwecken aufbewahrt und danach in 10 %-ige Formalinlésung Uberfuhrt wurden.
Verschiedene Fixierungsmethoden kdnnten das Hirngewebe unterschiedlich beeinflusst und
somit die Messungen von Hirnarealen gestort haben. Daher wurden die Fixierungsmethoden
(Laborproben in 5 % Glutaraldehyd aus 2009; freilebende Proben aus 2013 in 10 % Formalin
und 70 % Ethanol, N =5 pro Fixierungsverfahren), in einem zusatzlichen Experiment mit
méannlichen schwarzen Mollies (ein inlandischer Stamm von Poecilia sphenops) getestet. Die
Fische wurden mit Nelkendl (Bombastus-Werke AG, Freital) eingeschlafert. Der Ethanol-
konservierungsbehandlung zugeteilten Fische wurden dann eine Woche lang in 70 %-iges
Ethanol Gberfiihrt, gefolgt von einer anschlieBenden Rehydratisierung (50 %-, 30 %-iges
Ethanol, entionisiertes Wasser, je 1 Std.) und einer Nachfixierung flr eine weitere Woche in
10 %-igem Formalin. Fur die Formalinkonservierung vorgesehene Fische wurden direkt eine
Woche in 10 % Formalin Uberfiihrt. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Fixierungsmitteln. Daher konnten diese Populationen (freilebend vs. Labor)
zusammengefasst werden. Nach der Fixierung wurden die Proben in 70 % Ethanol tberfiihrt.
Vor den Préparationen wurden die alkoholgelagerten Proben rehydriert, indem sie jeweils
eine Stunde lang in 50 %-igem und 30 %-igem Ethanol sowie anschliel3end in entionisiertem
Wasser lagen. Danach wurden die Proben auf einem Papiertuch getrocknet und mit einer
tragbaren Mikrowaage Sartorius PT 600 (Sartorius AG, Gottingen, Deutschland) auf 0,19

gewogen. Im Anschluss daran wurde die Standardlange (SL; gerade Linie von der vorderen
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Spitze des Oberkiefers bis zum hinteren Ende des Schwanzstiels folgend, d. h. den dorsalen
Einfihrpunkt der Schwanzflosse), die KopfgréRe (von der vorderen Spitze des Oberkiefers
bis zum Rand des Kiemendeckels) und der Augendurchmesser (maximaler horizontaler
Durchmesser der Limbus corneae, rostrales bis kaudales Ende) mit einer Schieblehre INOX-
0-190 mm (Paulimot, Neu-Ulm, Deutschland) auf 0,05 mm genau gemessen. Die Kdpfe
wurden durch den Querschnitt hinter dem Kiemendeckel getrennt und mit Nadeln durch die
Schnauze und den Kiemendeckel in einer Schissel mit Wachsboden sowie etwas Wasser
fixiert. Der Schadel wurde unter einem Bionokular (Nikon SMZ1500; Nikon GmbH,
Dusseldorf, Deutschland) geoffnet, der Schédelknochen dorsomedial geschnitten und
vorsichtig entfernt. Im né&chsten Schritt wurde der Riechnerv durchtrennt (rostrales Ende) und
das Rickenmark durch Entfernen von Wirbeln freigelegt. Sehnerven und andere Hirnnerven
wurden an den ventralen Seiten durchtrennt und das Gehirn aus dem Schéadel herausgehoben,
indem es am vorderen Ende der Medulla oblongata vom Riickenmark getrennt wurde. Jedes
Gehirn wurde auf einem diinnen 0,1 %-igen Agarosegel in einer Petrischale platziert und bei
40-facher VergroRerung mit einer Nikon DS-Fil-Kamera (Nikon GmbH, Dusseldorf,
Deutschland), die auf einem binokularen Nikon AZ100 (Nikon GmbH, Ddusseldorf,
Deutschland) montiert war, fotografiert. Fir jedes Gehirn wurden mit der Software NIS-
Elements BR 3.2 (Nikon GmbH, Dusseldorf, Deutschland) Bilder in dorsaler, lateraler (linke
Hemisphare) und ventraler Projektion (Abb.1) aufgenommen. Die Lange (L), Breite (W) und
Hohe (H) der verschiedenen Hirnareale (Telenzephale Lappen, Riechkolben, optisches
Tektum, Corpus cerebelli, Hypothalamus und die Gesamthirnldnge) wurden nach Pollen, et
al. (2007) vermessen (70), unter der einzigen Ausnahme, dass die Medulla oblongata fur die
Beurteilung der Gesamthirnlange ausgeschlossen wurde (Eifert, et al., 2014; Schulz-Mirbach,
et al., 2016). Fur weitere statistische Zwecke wurden jeweils die Breite beider Hemisphéren
der Riechkolben, telenzephalen Lappen, optischen Tekta und Hypothalamus gemessen und

die berechneten Mittelwerte verwendet.

2.1.3 Statistik

Um Schéatzungen der GroRe des gesamten Gehirns und jeder Hirnregion (Riechkolben,
telenzephale Lappen, optisches Tektum, Corpus cerebelli, Hypothalamus) zu erhalten, wurden
die Volumen geméR der Ellipsoidvolumenformel: Volumen = (Ldnge x Breite x Hohe) x /6
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nach Pollen, et al. (2007) berechnet. In den Analysen wurden nachfolgende Modelle

angewendet (70).

a) Das Volumen der Hirnareale wurde fir allometrische Effekte mit linearen
Regressionsmodellen gegen eine Korpermale bezogene Kovariate zu (grélRenfreien)
Residuen Kkorrigiert. Diese Kovariate wurden berechnet, indem "SL" und
"Gehirnmasse" einem Faktorreduktionsverfahren unterzogen wurden (Schulz-
Mirbach, et al., 2016). Die Volumina der verschiedenen Hirnregionen wurden dann
durch eine multivariate Kovarianzanalyse (MANCOVA) unter Verwendung der
GroRe/Masse-Kovariate (Kovariate 1) groRenkorrigiert. Ebenso wurde durch
ANCOVAs das Gesamtgehirnvolumen und Riechkolbenvolumen grdf3enkorrigiert.
Aus der MANCOVA oder den ANCOVAs wurden nicht-standardisierte
grolRenkorrigierte Residuen extrahiert, die als Eingangsvariablen fur weitere Analysen
verwendet wurden. Die Gesamtgrofie des Gehirns und der Riechkolben wurde in den
weiteren multivariaten Analysen ausgeschlossen, da das Gesamtgehirnvolumen mit
den Volumina der Hirnregionen interkorrelierte und die Daten fur die Riechkolben
praparationsbedingt nicht fir alle Individuen erhaltlich waren. Zusatzlich wurde die
GroRe zweier sensorischer Strukturen (d.h. Durchmesser des Riechnervs
(Kovariate 1) und der Augen (Kovariate 2 / Standardlange) analysiert, von denen
angenommen wurde, dass sie mit dem Leben in der Hohle korrelieren. Jede der
beiden Variablen wurde mittels ANCOVA groRenkorrigiert (Riechnerv / Kovariate 1;
Augen / Kovariate 2). Die erhaltenen nicht-standardisierten Residuen aus diesen
ANCOVAs wurden dann als Eingangsvariablen fiir weitere Analysen verwendet. Fir
jeden Standort und jedes Geschlecht wurden Unterschiede festgestellt. Als feste
Faktoren wurden "Standort" und "Geschlecht" einschliellich des jeweiligen
Interaktionsterms ~ verwendet.  Als  abhangige  Variablen dienten  dabei
grolRenkorrigierte Volumen des gesamten Gehirns oder der Gehirnregionen, des
Riechnervs oder Augendurchmesser. Das "Geschlecht” war wegen des bekannten
sexuellen Dimorphismus des Teleostier-Gehirns enthalten (Bass & Grober, 2001,
Kotrschal, et al., 2012a; Kotrschal, et al., 2012b). Zur Veranschaulichung von
Merkmalunterschieden zwischen Standorten und zwischen den Geschlechtern wurden
geschatzte marginale Mittelwerte (EMM) aus den jeweiligen analytischen Modellen
(ANOVAS) berechnet.
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b)

d)

e)

Zum Vergleich der sechs Standorte (AB, EA, CA-11, CA-V, CA-X, LA) — hinsichtlich
moglicher Auswirkungen von ,,Licht* oder ,,Dunkelheit* sowie VVorhandensein oder
Fehlen von ,,H,S“ auf die Groe der jeweiligen Gehirnregionen — wurden die
groenkorrigierten Volumina der telenzephalen Lappen, des optischen Tektums,
Corpus cerebelli sowie des Hypothalamus in einer analytischen multivariaten
Varianzanalyse (MANOVA) verwendet. Dieses Modell umfasste die Faktoren
,Licht“ (vorhanden / nicht vorhanden), , Toxizitit“ (anwesend / abwesend),

"Geschlecht" und alle Interaktionsterme.

Beim Vergleich von freilebenden und im Labor aufgezogenen weiblichen Fischen
wurde auf vererbbare und plastische Unterschiede in der gesamten Gehirngrdofie und
der GroRe der Hirnregionen aus allen Populationen getestet. Dies erfolgte durch eine
analytische  MANOVA (groRenkorrigierte Hirnregionen: telenzephale Lappen,
optisches Tektum, Corpus cerebelli, Hypothalamus) oder durch analytische ANOVASs
(Riechnerven, Augen). Als feste Faktoren wurden ,,Standort” (OX (= AB), EA, CA-
I, CA-V, CA-X und LA) und ,,Aufzuchtbedingung* (Freilebend vs. Laboraufzucht),
einschlieBlich der Interaktion ,,Standort x Aufzuchtbedingung®, verwendet. Um ein
direkteres Mal} fur die Wiederholbarkeit bzw. die Erblichkeit zu erhalten, wurde eine
Interkorrelationsanalyse (Korrelation zwischen Klassen durch Koeffizienten/ICC-
Analyse) fur jede abhangige gréRenkorrigierte Volumenvariable, sowie fir den
Riechnerven- und Augendurchmesser unter Verwendung der (N = 26) freilebenden
und (N = 26) im Labor aufgezogenen Weibchen durchgefihrt (Bartko, 1966; Riesch,
etal., 2013).

Zusétzlich wurde die Vererbbarkeit im weiteren Sinne fur jeden Standort und jede
Aufzuchtsbedingung mit Hilfe einer Diskriminanzfunktionsanalyse (DFA) getestet.
Das DFA-Modell beruht auf der Basis von Daten (gréRenkorrigierte Volumina von
Hirnregionen) aus Freilebenden-Fischen (Trainingsdatensatz; N = 9 bis 13 Weibchen
pro Standort, auBer LA mit N = 4). Die Diskriminanzfunktionen wurden zu den Daten
der im Labor gezlichteten Fische (Test Datensatz; N = 3 bis 5 Weibchen pro Standort)
angewendet und auf korrekte Klassifizierung getestet (Hair Jr., et al., 1995; Riesch, et
al., 2011).

Die den verschiedenen Fixierungsverfahren zugeordneten Fische (70 % Ethanol vs.
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10 % Formalin) wurden grof3enkorrigiert, um kdrpermalRebedingte Auswirkungen auf
die Gehirnmorphologie zu vermeiden (SLgthanol = 33,6 £ 1,5 mm; SLgormaiin = 36,3 £
1,6 mm; t-Test: t8 = 1,19, P = 0,27). Es erfolgte die Berechnung einer MANOVA mit
grolien- / massenkorrigierten nicht-standardisierten Residuen fur die zwolf relevanten
Gehirnmessungen. Alle statistischen Analysen wurden mit SPSS 12.0 durchgefihrt
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

2.1.4 Ergebnisse

2.1.4.1 Erblichkeit von Eigenschaften vs. hohe Variationsbreite

Die Hirnvolumina — zwischen reproduktiv isolierten Populationen des neotropischen Fisches
Poecilia mexicana (N = 95), die in Dunkelheit (LA), in einem Oberflachenhabitat, welcher
toxischen Schwefelwasserstoff enthalt (EA) und einer Kombination aus beiden Stressoren
(Dunkelheit und H,S) (CA) angepasst haben sowie den gleichen Laborpopulationen — wurden
miteinander verglichen (Tabelle 1). Untersucht wurde, ob die beobachteten Unterschiede in
der Gehirngrofie zwischen Arten oder Populationen hauptséchlich phanotypisch plastisch oder

genetisch fixiert sind.

2.1.4.2 Freilebende Populationen

Die Volumina der Riechkolben, telenzephalen Lappen, des optischen Tektums, Corpus
cerebelli sowie des gesamten Gehirns unterschieden sich signifikant zwischen den Standorten
(Tabellen 2). Lediglich das Vorhandensein von Licht hatte einen signifikanten Einfluss auf
die GroRe der Gehirnregionen der verschiedenen Populationen (Tabelle 3 A). Die GroRe des
optischen Tektums (Abb. 4 B) und des gesamten Gehirns (Abb. 4 F) verringerte sich von
Oberflachenbewohnenden Populationen (AB, EA) auf diejenigen, die eine der beiden Hohlen
bewohnen (auler CA-V, CA-X). Eine Zunahme des Volumens der Hirnregionen von
Oberflachenfischen zu Hohlenfischen wurde fur die Riechkolben (Abb.4E), die
telenzephalen Lappen (Abb. 4 A) und Corpus cerebelli (Abb. 4 C; aulRer bei Fischen aus LA)
beobachtet. Signifikanter sexueller Dimorphismus wurde fir zwei Gehirnregionen und die
gesamte GehirngroRe (Tabelle 2, Abb.4B, C, F) festgestellt. Mannchen hatten einen
vergroflRerten Sehnerv (insbesondere in CA-V und CA-X; Abb. 4 B), kleinere Corpus cerebelli
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(Abb. 4 C) und groRere Gesamthirnvolumina (Abb. 4 F). Der Durchmesser des Riechnervs
war in allen Populationen dhnlich (Fsgs = 0,64, P = 0,67; Abb.5 A). Im Gegensatz dazu
unterschied sich die Augengrofie zwischen den Standorten signifikant (Fs g7 = 3,03, P = 0,014)
und zeigte eine allmahliche GroRenverringerung von Fischen aus Oberflachenhabitaten zu
den Hohlenfischen. Insbesondere die Augengréfe in CA-II war im Vergleich zu
Oberflachenfischen von EA praktisch unverandert und wurde dann von CA-II in Richtung
CA-X allmahlich verringert (Abb. 5 B).

2.1.4.3 Vergleich freilebende- und Laborpopulationen

Das Volumen der Hirnregionen von freilebenden Weibchen und Weibchen, die im Labor
gehalten wurden zeigte signifikante Unterschiede in Abhé&ngigkeit von ,,Standort“ und
,»Aufzuchtsbedingung* (Tabelle 3 B). Im Gegensatz zu Fischen aus natirlichen Populationen
wiesen im Labor aufgezogene weibliche Tiere unabhéngig von ihrer Herkunft eine ahnliche
Grole, sowohl der einzelnen Gehirnregionen als auch des gesamten Gehirns auf. Die Grolien
waren im Allgemeinen kleiner als die, die bei freilebenden Exemplaren beobachtet wurden
(siehe Wechselwirkungseffekt von Standort x Aufzuchtsbedingung; in Tabelle 3 B; Abb. 4).
Dementsprechend ergaben Intraklass-Korrelationskoeffizientenanalysen (IKK), dass der
groRte Teil der Varianz eine plastische Reaktion auf die Aufzuchtumgebung mit allen IKK-
Werten < 0,042 (P > 0,38 in allen Fallen) war. Die DFA (Kapitel 2.3 d) unterstutzte diese
Ergebnisse, da nur 19,2 % der im Labor aufgezogenen Tiere (Testdatensatz) der jeweiligen
Herkunftspopulation korrekt zugeordnet wurden, wie durch die freilebenden Exemplare

(Trainingsdatensatz) quantifiziert.

Die AugengroRe unterschied sich signifikant zwischen den Standorten (Fsg = 2,40,
P =0,044), unabhangig von den Aufzuchtbedingungen (F1s; = 2,27, P = 0,14). Im Gegensatz
zur phanotypischen Plastizitat der Hirnregionen lasst der hohe Intraclass-Korrelationskoeffi-
zient (IKK = 0,83, P = 0,017) auf eine Erblichkeit der Merkmale schlieBen (Abb. 5 B). Wie in
Abschnitt 2.1 beschrieben, wurden aus logistischen Griinden LA-Proben direkt nach dem
Einfangen in 10 %-igem Formalin aufbewahrt, wahrend alle anderen Proben anfénglich in
70 %-igem Ethanol gelagert und erst danach in 10 %-ige Formalinlésung Uberfiihrt wurden.
Die durchgefiuhrte MANOVA mit groRRen-/massenkorrigierten nicht standardisierten Residuen

fir die zwolf relevanten Gehirnmessungen ergab keinen signifikanten Effekt der
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Fixierungsmethode mit festem Faktor “Losungsmittel” (Ethanol vs. Formalin; F (15 = 0,47, P
=0,82).
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Abbildung 1: Hirnareal-Volumen (EMM * SEM, groRenkorrigiert) wvon A.telenzephale Lappen
(ICC=0,042), B.optisches Tektum, C.Corpus cerebelli, D.Hypothalamus; E. Riechkolben und
F. Gesamthirnvolumen von ménnlichen und weiblichen Poecilia mexicana aus den sechs Sammelstellen
Arroyo Bonita (AB), EI Azufre (EA), Hohlenkammer 11 (1), Kammer V (V), Kammer X (X) der Cueva del
Azufre und Cueva Luna Azufre (LA). Schwarze Symbole stehen fiir M&nnchen, offene Symbole fir Weibchen
und geschlossene graue Symbole beziehen sich auf im Labor aufgezogene weibliche Tiere. (Eigene
Darstellung)
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Abbildung 2: Durchmesser (EMM * SEM, gréRenkorrigiert) von A. dem olfaktorischen Nerv
und B. der Augengréfe von Poecilia mexicana aus den sechs Fundorten Arroyo Bonita (AB), El
Azufre (EA), Hohlenkammer 11 (11), Kammer V (V), Kammer X (X) der Cueva del Azufre und
Cueva Luna Azufre (LA). Geschlossene schwarze Symbole stehen fiir méannliche, offene
Symbole fiir weibliche Tiere. Graue Symbole beziehen sich auf im Labor aufgezogene
weibliche Tiere. In der oberen rechten Ecke jedes Diagramms werden die Intraclass-
Korrelationskoeffizienten (ICC) angezeigt * P = 0,017. (Eigene Darstellung)
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die untersuchten Standorte, Abkiirzungen, StichprobengroRen (N), Lebensraumtypen
und das Vorhandensein oder Fehlen wvon Schwefelwasserstoff (H,S). Beachten Sie, dass sich die
StichprobengréRen von im Labor geziichteten Fischen nur auf Weibchen beziehen, wohingegen die
StichprobengrélRen von freilebenden Tieren beide Geschlechter (Weibchen / Mannchen) umfassen. (Eigene
Tabelle)

Standort Abklrzungen N (lab) N (frei) Habitat H,S
Arroyo Bonita AB 11/4 Oberflaiche Nein
Rio Oxolotén OX 5 Oberflache Nein
El Azufre EA 4 13/4 Oberflache Ja
Cueva del Azufre CA, Kammer Il 3 11/7 Hohle Ja
CA, Kammer V 5 9/11 Hohle Ja
CA, Kammer X 3 11/8 Hohle Ja
Cueva Luna Azufre LA 5 4/2 Hohle Nein

Tabelle 2: ANOVA-Ergebnisse zeigen Unterschiede zwischen den Standorten (AB, EA, CA-1l, CA-V, CA-X
und LA) und / oder Geschlechtsdimorphismus von freilebenden Fischen. Abhangige Variablen waren
groRenkorrigierte Volumina von Riechkolben, telenzephalen Lappen, optischem Tektum, Corpus cerebelli,
Hypothalamus und Gesamthirn. Feste Faktoren waren ,,Standort” und ,,Geschlecht“. Die F-Verhdltnisse wurden
unter Verwendung der Lambda-Werte von Wilks angenéhert. Signifikante P-Werte sind fett gedruckt. (Eigene
Tabelle)

Quadratischer

Hirnregion Faktor df  Mittelwert F P Partiell 42
Standort 5 0.009 2.77 0.023 0.13
Geschlecht 1 0.003 0.91 0.34 0.01
Riechnerv Standort x 5 0.003 0.85 0.52 0.04
Geschlecht
Error 89 0.003
Standort 5 1.351 5.42 <0.001 0.21
Geschlecht 1 0.326 1.31 0.25 0.01
Telenzephale
Standort x 5 0.114 0.46 0.80 0.02
Lappen
Geschlecht
Error 98 0.249
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Quadratischer

Hirnregion Faktor df  Mittelwert F P Partiell 52
Standort 5 3.667 5.64 <0.001 0.22
Geschlecht 1 11.174 17.19 <0.001 0.14
Optisches Tectum Standort x 5 2.403 3.70 0.004 0.15
Geschlecht
Error 98 0.650
Standort 5 0.304 0.80 0.55 0.04
Geschlecht 1 0.280 0.74 0.39 0.00
Hypothalamus Standort x 5 0.105 0.28 0.92 0.01
Geschlecht
Error 97 0.380
Standort 5 15.189 10.97 <0.001 0.35
Geschlecht 1 9.772 7.06 0.009 0.06
Corpus cerebelli  Standort x 5 0.637 0.46 0.80 0.02
Geschlecht
Error 98 1.384
Standort 5 177.141 3.14 0.011 0.13
Geschlecht 1 725.767 12.87 0.001 0.11
Gesamthirn Standort x 5 112.958 2.00 0.08 0.09
Geschlecht
Error 97 56.395
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Tabelle 3: MANOVA-Ergebnisse der als abhangige Variablen verwendeten gréBRenkorrigierten (Residuen)
Hirnregionvolumina (Telenzephale Lappen, Optisches Tektum, Corpus cerebelli, Hypothalamus). A. getestete
Volumina von freilebenden Tieren (AB, EA, CA-ll, CA-V, CA-X und LA) mit ,Licht¢, ,Toxizitat“ und
,,Geschlecht“ als feste Faktoren. B. getestete im Labor aufgezogene und freilebenden Weibchen mit ,,Standort«
und ,,Aufzuchtbedingung“ als feste Faktoren. Die F-Verhaltnisse wurden unter Verwendung der Lambda-Werte
von Wilks angenéhert. Signifikante P-Werte sind fett gedruckt. (Eigene Tabelle)

Faktor df F P Partiell 5

A Licht 4 1881 <0.001 0.44
Toxizitéat 4 1.95 0.10 0.07
Geschlecht 4 0.95 0.43 0.03
Licht x Toxizitét 4 2.19 0.07 0.08
Licht x Geschlecht 4 1.33 0.26 0.05
Toxizitat x Geschlecht 4 2.28 0.06 0.08
Licht x Toxizitat x 4 1.07 0.37 0.04
Geschlecht

B Standort 20 559 <0.001 0.25
Aufzuchtbedingung 4 2537 <0.001 0.56
Standort x 20 1.89 0.013 0.10

Aufzuchtbedingung

2.2 Konvergente anatomische Veranderungen des Gehirns bei Poecilia
durch den Selektionsfaktor H,S

2.2.1 Flusssysteme Rio Pichucalco, Rio Puyacatengo und Rio Tacotalpa /
Mexiko

Die beprobten schwefelhaltigen Flisse befinden sich in den Ausléufern der Sierra Madre de
Chiapas und verteilen sich auf die drei Flusssysteme Rio Tacotalpa (im Folgenden Tac), Rio
Puyacatengo (im Folgenden Puy) und Rio Pichucalco (im Folgenden Pich; Abb. 2a). Alle drei
Flusssysteme schliefen sich dem Rio Grijalva an und sind wéhrend der Regenzeit im
Flachland weit miteinander verbunden und permanent durch Berge voneinander getrennt
(Miller, 1983). Innerhalb jedes Flusssystems sind nicht-H,S-haltige und H,S-haltige Standorte
miteinander verbunden und nicht durch physische Barrieren getrennt, welche die Migration

von Fischen verhindern wirden. Tobler, et al. (2006) und (2011) zeigte, dass die
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durchschnittlichen H,S-Konzentrationen in den Systemen zwischen 23 und 190 mmol/I
liegen. Dariiber hinaus weisen H,S-Gewadsser hohere Temperaturen, hohere spezifische
Leitfahigkeiten, niedrigere pH-Konzentrationen sowie niedrigere geloste
Sauerstoffkonzentrationen auf als nicht-H,S-haltige Gewaésser (Tobler, et al., 2011). Fische
des P. mexicana Spezies Komplex aus den drei Flusssystemen entwickelten unabhéngig
voneinander eine Resistenz zum natlrlich vorkommenden H,S, einschliellich einer
phylogenetisch alten H,S-angepassten endemischen Art (beschrieben als P. sulphuraria
Alvarez, 1948) und zwei Formen von P. mexicana (Steindachner, 1863), welche friihere
Phasen der Anpassung an H,S darstellen (Pfenninger, et al., 2013). Poecilia sulphuraria ist
endemisch in den Banos del Azufre und anderen H,S-Fluss-Komplexen im Rio Pichucalco
System (Tobler & Plath, 2009). Der néchstgelegene Verwandte von P. sulphuraria ist in
diesem Gebiet vermutlich ausgestorben, sodass P. sulphuraria enger mit (norddstlichen
mexikanischen) P. mexicana limantouri verwandt ist (Palacios, et al., 2013). Aus diesem
Grund wurde bei dem Vergleich eine Population von P. mexicana aus einem nahegelegenen
nicht-H,S-Standort verwendet, da kein Zugang zu freilebenden P. mexicana limantouri-
Exemplaren bestand (Pich-1, Tabelle 6). Um zu zeigen, dass dieser Vergleich biologisch
sinnvoll und durch phylogenetische Distanz nicht fehlerhaft war, wurde eine weitere noch
weniger stark verwandte Art (Peten molly, P. Petenensis: Gunther, 1866) aus einem nicht-
H,S-haltigen Lebensraum des gleichen Flusssystems aufgenommen (Pich-2, Tabelle 6).
Dariiber hinaus wurde jeweils eine P. mexicana-Population aus sulfidischen und
angrenzenden nicht-schwefelhaltigen Standorten des Rio Tacotalpa und Rio Puyacatengo
analysiert. Hierflir wurde Standardlange und die AugengroRe (maximaler Durchmesser; 10 %
Formalin fixiert (Ntor = 100) mit einer Schieblehre bis auf 0,05 mm genau gemessen. Alle
Proben wurden — wie in Studie 1 — verarbeitet und die Messungen folgten dem Protokoll von
Pollen, et al. (2007). Da die Exposition mit H,S zu Hypoxie flihrt und die Energie in extremen
Habitaten limitiert ist, ist eine reduktion der HirngréRen zu erwarten. Zudem wurde —
aufgrund der erhohten Wichtigkeit nicht-visueller Sinne — eine VergrofRerung der
telenzephalen Lappen und Corpus cerebelli sowie kleiner Augen als konvergentes Merkmal

erwartet.
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Abbildung 3: A. Dargestellt ist eine Ubersicht iiber die beprobten Flusssysteme Rio Pichucalco, Rio
Puyacatengo und Tio Tacotalpa im Bundesstaat Mexico; B. Ubersicht iiber das Cueva del Azufre Systems
im Rio Tacotalpa mit Darstellung der Hohlenkammern (Eifert, et al., 2014)

Chiapas

2.2.2 Statistik

Fur die erste Analyse a) wurden die groen- / massenkorrigierten Hirnresiduen
(Vorgehensweise identisch wie in Studie eins) fir eine multivariate Varianzanalyse
(MANOVA) und als Eingabevariable fiir eine weitere Hauptkomponentenanalyse verwendet.
In dieser wurden die Achslasten unter Verwendung einer Varimax-Rotationsoption, bei der es
sich um eine orthogonale Rotationsinterpretationsmethode handelt, gedreht. Die
resultierenden Hauptkomponenten (HK) mit einem Eigenwert > 1 (5 HK-Achsen fir den
Habitatvergleich) wurden als Eingangsvariablen fur analytische multivariate Varianzanalysen
verwendet (MANOVAS).

a) Das erste Modell enthielt den Faktor ,H,S* (vorhanden / nicht vorhanden),
,»(Geschlecht" und alle Interaktionsterme. Die beiden Hauptlebensraumtypen des Rio
Tacotalpa (Tac und Tac-S) wurden verglichen und auf die Auswirkungen des
Vorhandenseins oder Nichtvorhandenseins von toxischem H,S auf die

Hirnmorphologie getestet.
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b) Im zweiten Model wurden ,,Standort", ,,Geschlecht" sowie der Interaktionseffekt
erfasst. ,,Geschlecht" wurde aufgrund des bekannten sexuellen Dimorphismus des
Teleostier-Gehirns aufgenommen (Bass & Grober, 2001; Kotrschal, et al., 20123;
Kotrschal, et al., 2012b). Die Gehirnvolumina von sulfid-adaptierten und nicht-
adaptierten Oberflachenfischen (Rio Tacotalpa: Tac, Tac-S, Puy, Rio Puyacatengo:
Puy-S (P. sulphuraria) und Rio Pichucalco (Pich-1, Pich-2, Pich-S, Pich-3) wurden
getrennt auf die Auswirkungen und das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein von

toxischem H,S auf die Hirnmorphologie analysiert.

c) Zusétzlich wurden lineare Mischmodelle (ANCOVAS) zur Identifizierung von
Unterschieden im Gehirnvolumen zwischen sulfidischen und nicht-sulfidischen
Populationen (Rio Tacotalpa: Tac, Tac-S; Rio Puyacatengo: Puy, Puy-S; Rio
Pichucalco: Pich-1, Pich-S (P. sulphuraria); siehe Tabelle 4) berechnet. Als
abhangige Variable wurden die Volumina der telenzephalen Lappen, des optischen
Tektums, des Corpus cerebelli, des Hypothalamus und des Gesamthirns sowie der
Durchmesser der Augen verwendet. Als feste Faktoren wurden ,,Flusssystem®,
,,Geschlecht” sowie ,,Toxizitat“ verwendet. ,,Standort wurde als Zufallsfaktor und

,»,Standort (Flusssystem * Toxizitét)* als verschachtelter Term im Modell verwendet.

2.2.3 Ergebnisse

2.2.3.1 Konvergente anatomische Veranderungen des Gehirns

In diesem Teil dieser Dissertation wurde untersucht, ob wiederholte Ubergénge entlang eines
replizierten, natrlichen Toxizitatsgradienten zu wiederholten ("konvergenten'™) anatomischen
Verdnderungen des Gehirns bei Poecilia mexicana (N = 100) fihren. Die beprobten
schwefelhaltigen Flisse befinden sich in den Ausléufern der Sierra Madre de Chiapas und
verteilen sich auf die drei Flusssysteme Rio Tacotalpa (Tac), Rio Puyacatengo (Puy) und Rio
Pichucalco (Pich; Abb.2 A). Als konvergente Eigenschaft wurde eine verringerte
AugengroRe erwartet, die von H,S bei allen sulfidischen Fischen ausgeldst wird (vgl.
Abschnitt 2.1). Die AugengroRe unterschied sich signifikant in einer univariaten ANOVA
zwischen den Standorten (von acht Populationen; Abb. 6A). Es wurden keine Hinweise fir

sexuellen Dimorphismus gefunden. Alle Sulfidpopulationen haben kleinere Augen als die
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SuRwasserpopulationen. Das gesamte Hirnvolumen unterscheidet sich nicht signifikant
zwischen den Standorten, aber es gab Unterschiede im ,,Geschlecht” (Tabelle 5) und in der
Interaktion zwischen ,,Standort * Geschlecht* (Abb. 6 F, Tabelle 6).

2.2.3.2 Habitatspezifische Unterschiede im Gehirnvolumen von Fischen aus

schwefelhaltigen und nicht-schwefelhaltigen Standorten

Ich prognostizierte plastische Reaktionen (reduzierte optische Tekta, vergroRerte telenzephale
Lappen und Corpus cerebelli) in allen Hirnarealen von Fischen des Poecilia-Komplexes unter
dem Einfluss des Selektionsdrucks H,S. Daher wurde das Gehirnvolumen sulfid-angepasster
und nicht-angepasster Fische verglichen und in einer MANOVA (Tabelle 6) auf die
Auswirkungen und das Vorhandensein von toxischem H,S auf die Gehirnmorphologie
getestet. Das Gehirnvolumen von Fischen aus allen Nebenflissen zeigte signifikante
Unterschiede in Bezug auf den Standort (von acht Populationen; und Geschlecht. Der
Interaktionsterm nach Geschlecht zeigte keine Unterschiede (Abb. 6 C - F, Tabelle 6). Die
folgenden ANCOVAs (Tabelle 5) zeigen signifikant vergroferte telenzephale Lappen fir
,,Standort, ,,Geschlecht” (Abb. 6 C) und signifikant reduzierten optischen Tekta-Volumen flr
,otandort und ,,Geschlecht (Abb. 6 D). Verifiziert wurden signifikant vergroRerte Corpus
cerebelli Volumina fir ,,Standort“ (Abb. 6 E) und Unterschiede im Hypothalamusvolumen fir
den ,,Standort* (Abb. 6 F). Zusammengefasst zeigten Fische aus sulfidischen Lebensraumen
(Tac-S, Puy-S, Pich-S) kleinere optische Tekta und Augen, eine VergroRerung der
telenzephalen Lappen und der Corpus cerebelli VVolumina (Tabelle 6). Die nachfolgende
Hauptkomponentenanalyse (Tabelle 7) fur die beiden Hauptlebensraumtypen testete die
Auswirkungen des VVorhandenseins von giftigem H,S auf die Hirnmorphologie. In der ersten
Hauptkomponentenanalyse, die die beiden Hauptlebensraumtypen umfasste, erklarten
5 Hauptkomponenten-Achsen 90,134 % der Gesamtvarianz. Die MANOVA mit diesen
5 Hauptkomponenten ergab signifikante Unterschiede in Bezug auf den ,,Standort” (F =
9.738; P <0,001). ,,Geschlecht* (F = 12,533; P < 0,001) und im Interaktions-term ,,Standort *
Geschlecht” (F = 1,749; P = 0,007). Alle drei Sulfidpopulationen unterschieden sich von den
finf nicht-Sulfidpopulationen und zeigten reduzierte optische Tekta (Lange und Breite) und
vergroflerte telenzephale Lappen (Breite und Ho6he) und Corpus cerebelli (Hohe).

Geschlechtsunterschiede wurden fir die telenzephalen Lappen, optische Tekta und das
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Gesamthirnvolumen, jedoch nicht fur Hypothalamus und Corpus cerebelli Volumen,

verifiziert (Abb. 7).
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Abbildung 4: Vergleich der Volumina A. telenzephale Lappen, B. optisches Tektum, C. Corpus cerebelli,
D. Hypothalamus, E. Gesamthirn und F. Augengréfle (EMM =+ SEM) von Fischen aus dem Poeclilia
Komplex aus drei Flusssystemen (P. mexicana: Tac, Tac-S, Puy, Puy-S, Pich-1, Pich-2; P. sulphuraria: Pich-
S; P. petenensis: Pich-3). M&nnchen: volle Symbole; Weibchen: offene Symbole. (Eigene Darstellung)
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Abbildung 5: Hauptkomponentenanalyse (EMM + SD) zum Vergleich der Gehirngrdfe von Weibchen
(nicht-sulfidisch / offen; sulfidisch / hellgrau) und Ménnchen (nicht-sulfidisch / schwarz; sulfidisch /
dunkelgrau). Dargestellt sind die Abstande der Populationen zwischen sulfidischen und nicht-sulfidischen
Lebensraumen entlang Hauptkomponente 2 aufgrund der Linge und Breite des optischen Tektums; (m Tac; m
Tac-S; ¢ Puy; ¢ Puy-S; A Pich-1; ¥ Pich-2; A Pich-S). (Eigene Darstellung)

Tabelle 4: Ubersicht tiber die untersuchten Populationen (Poecilia) von verschiedenen Standorten der
Flusssysteme Rio Tacotalpa, Rio Puyacatengo und Rio Pichucalco einschlieBlich Standortabkiirzung (Standort-
ID), Stichprobengréfe (N) und Vorkommen von H,S (grau). (Eigene Tabelle)

Flusssysstem Spezies Standort Standort-1D H,S  N(m/w)
Rio Tacotalpa P. mexicana Arroyo Bonita Tac Nein  10(4/6)
P. mexicana El Azufre Tac-S Ja 17(8/9)
Rio Puyacatengo ~ P- mexicana Puyacatengo Bridge Puy Nein  12(3/9)
P. mexicana La Luvia Puy-S Ja 15(8/7)
P. mexicana Bafios Bridge Pich-1 Nein  12(5/7)
P. mexicana Rio Teapa Pich-2 Nein  12(4/8)
Rio Pichucalco
P. petenensis Lagoon West 195 Pich-3 Nein  11(6/5)
P. sulphuraria Bafios del Azufre Pich-S Ja 11(7/4)
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Tabelle 5: Allgemeine Ergebnisse des linearen Mischmodells (ANCOVA) zur Identifizierung von
Unterschieden im Gehirnvolumen zwischen sulfidischen und nicht-sulfidischen Populationen (Rio Tacotalpa:
Tac, Tac-S; Rio Puyacatengo: Puy, Puy-S; Rio Pichucalco: Pich-1, Pich-S (P. sulphuraria); siche Tabelle 4). Als
abhangige Variablen wurden die Volumina der telenzephalen Lappen, des optischen Tektums, des Corpus
cerebelli, des Hypothalamus und des Gesamthirns sowie der Durchmesser der Augen verwendet. Als feste
Faktoren wurden ,,Flusssystem®, ,,Geschlecht* sowie ,,Toxizitdt* verwendet. ,,Standort* wurde als Zufallsfaktor
und ,,Standort (Flusssystem * Toxizitdt)“ wurde als verschachtelter Term verwendet. Signifikante P-Werte sind
fett gedruckt. (Eigene Tabelle)

Hirnregion Quadrati-
Volume Faktor df scher Mittel- F P n2
wert
Kovariate (SL; 1 1.883 169.759 < 0.001 0.711
Hirnmasse)
Flusssystem 2 0.007 0.404 0.71 0.282
Telenzephale  Geschlecht 1 0.149 13410 <0.001 0.163
Lappen Toxizitat 1 0.000 0.015 0.90 0.005
Standort (Flusssys.* 2 0.016 1.469 0.23 0.041
Toxizitét)
Fehler 69
Kovariate (SL; 1 6.465 132.022 <0.001 0.657
Hirnmasse)
Flusssystem 2 0.019 0.247 0.80 0.194
Optisches Geschlecht 1 0.102 2.076 0.15 0.029
Tektum Toxizitat 1 2.025 0.154 0.012 0.903
Standort (Flusssys. * 2 0.049 1.615 0.20 0.045
Toxizitét)
Fehler 69
Kovariate (SL; 1 6.139 149.784 < 0.001 0.685
Hirnmasse)
Flusssystem 2 0.520 2.729 0.26 0.730
Corpus Geschlecht 1 0.015 0.357 0.55 0.005
cerebelli Toxizitét 1 1.086 7.174 0.09 0.754
Standort (Flusssys. * 2 0.194 4.733 0.012 0.121
Toxizitét)
Fehler 69
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Hirnregion Quadrati-
Volume Faktor df scher Mittel- F P n2
wert
Kovariate (SL; 1 0.797 101.289 <0.001 0.529
Hirnmasse)
Flusssystem 2 0.040 1.132 0.46 0.529
Geschlecht 1 0.000 0.045 0.83 0.001
Hypothalamus o
Toxizitét 1 0.029 1.032 0.40 0.305
Standort (Flusssys. * 2 0.036 4.542 0.014 0.116
Toxizitét)
Fehler 69
Kovariate (SL; 1 573.575 205.056 < 0.001 0.748
Hirnmasse)
Flusssystem 2 2.421 1.036 0.48 0.496
Gesamthirn Gesc-:h-lecht 1 5.080 1.816 0.18 0.026
Toxizitat 1 17.929 7.294 0.051 0.631
Standort (Flusssys. * 2 2.327 0.832 0.44 0.024
Toxizitét)
Fehler 69
Kovariate (SL) 1 5.438 108.828 < 0.001 0.612
Flusssystem 2 0.030 0.753 0.56 0.410
Geschlecht 1 0.008 0.168 0.68 0.002
Augengrolie Toxizitat 1 0.582 13.168 0.005 0.592
Standort (Flusssys. * 2 0.039 0.779 0.46 0.022
Toxizitét)
Fehler 69
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Tabelle 6: MANOVA zur Identifizierung von Unterschieden im Gehirnvolumen zwischen den drei
Nebenfllissen (Tac, Tac-S; Puy, Puy-S; Pich-1; Pich-2; Pich-3 (P. petenensis); Pich-S (P. sulphuraria)) und
potentieller Geschlechtsdimorphismus gréenkorrigierte Volumen Residuen der telenzephalen Lappen, optisches
Tektum, Corpus cerebelli und Hypothalamus wurden als abhangige Variablen verwendet. Signifikante P-Werte
sind fett gedruckt. Die F-Verhaltnisse wurden unter Verwendung der Lambda-Werte von Wilks angenahert.
(Eigene Tabelle)

Faktor F P Partiell 5
Standort 591 <0.001 0.33
Geschlecht 6.43 <0.001 0.24
Standort x Geschlecht 1.50 0.054 0.11

Tabelle 7:  MANOVA mit den Hauptkomponenten zur ldentifizierung von Unterschieden im Gehirnvolumen
zwischen den drei Nebenflissen (Tac, Tac-S; Puy, Puy-S; Pich-1; Pich-2; Pich-3 (P. petenensis); Pich-S
(P. sulphuraria)) und mdoglichem Geschlechtsdimorphismus: Hauptkomponenten der gréRenkorrigierten
Volumen Residuen von telenzephalen Lappen, optischem Tektum, Corpus cerebelli und Hypothalamus wurden
als abhangige Variablen verwendet. Signifikante P-Werte sind fett gedruckt. Die F-Verhaltnisse wurden unter
Verwendung der Lambda-Werte von Wilks angenahert. (Eigene Tabelle)

Faktor F P Partiell #°
Toxizitat 26.808 <0.001 0.593
Geschlecht 10.854 < 0.001 0.371
Toxizitdt x Geschlecht 2.037 0.081 0.100
Standort 9.738 <0.001 0.443
Geschlecht 12533 <0.001 0.439
Standort x Geschlecht 1.749 0.007 0.130

2.3 Konvergente anatomische Veranderungen bei Poecilia vivipara:

abiotische vs. biotische Stressoren

2.3.1 Studiensystem Restinga de Jurubatiba Nationalpark / Brasilien

In der dritten Studie wurden P. vivipara aus neun Kustenlagunen (siehe Abb. 3, Tabelle 1) im
und um den Restinga de Jurubatiba Nationalpark im Bundesstaat Rio de Janeiro, Brasilien
gesammelt, die eine Kiistenlandschaft von 44 km? umfassen (Ubersicht Lagunen: Hollanda-
Carvalho, et al., 2003). Das Gebiet ist trocken und Niederschldge sind stark saisonal mit

einem mittleren jéhrlichen Niederschlag von 1164 mm. Kurtz, et al. (2013) postulierten, dass
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die monatlichen Durchschnittswerte von 41 mm im Winter (Juni) bis 189 mm im Sommer
(Dezember) reichen. Details Gber Niederschlagsmuster sind auch in Hollanda-Carvalho, et al.
(2003), Abb. 2 zu finden. Die in dieser Studie untersuchten Lagunen sind weniger als 1 Meter
tief und unterscheiden sich deutlich in abiotischen sowie biotischen Faktoren (Tabelle 6;
Abb.10). Die zyklische Austrocknung und Uberflutung der Lagunen ist saisonabhangig und
hédngt wvon lokalen Niederschldgen, Verdunstung, Eindringen des Meerwassers,
Wasserszufluss sowie Durchbrechen der Sandbarriere ab (Esteves, et al., 2008; Caliman, et
al., 2010). Dies sind die Hauptursachen fur die Schwankungen der Lagunen in Salzgehalt
(von weniger als 1 %o, in Lagunen mit viel StlRwasserzufluss aus Bachen, zu mehr als 35 %0
in isolierten Lagunen, die salzhaltiges Grundwasser enthalten kdnnen), Nitratkonzentrationen,
Wassertransparenz (Chlorophyll-a), Phosphat und Nitrat sowie Predationsrisiko (Caliman, et
al., 2010; Di Dario, et al., 2013; Felice, 2014; Sommer-Trembo, et al., 2017). Starke
Kistenwinde tber den Lagunen fiihren zu eher gleichmaRig hohen Sauerstoffkonzentrationen
(vgl. Tabelle 1: Sommer-Trembo, et al., 2017). Der Park verfligt (ber mindestens
18 Kustenlagunen, die entlang der kontinentalen Kiistenlinie verteilt (Esteves, et al., 2008)
und durch eine Sandbarriere vom Ozean isoliert oder halbisoliert sind. Sie weisen
unterschiedliche Eigenschaften auf, in Bezug auf GroRe, Morphologie, physikalische und
chemische Eigenschaften, anthropische Auswirkungen und Artenzusammensetzung
(Hollanda-Carvalho, et al., 2003). Hollanda-Carvalho, et al. (2003) beschrieb, dass einige
dieser Lagunen fur die in dieser Region anséssige Bevoélkerung von wirtschaftlicher
Bedeutung sind und Freizeit- und Fischereigebiete darstellen (Kanal Campos-Macaé). Die
Eutrophierung der analysierten Lagunen wird nicht direkt durch héusliche Abwasser
verursacht und die Lagunen sind nicht mit dem Kanal Campos-Macaé verbunden. Diese
Region wird von einem saisonalen Klimaregime und dem Wechsel von trockener und
regnerischer Jahreszeit dominiert (Hollanda-Carvalho, et al., 2003). Die saisonalen
Veranderungen haben einen starken Einfluss auf Konzentrationen von Phosphat, Nitrat und
Chlorophyll-a, die biotischen Bedingungen (z.B. Artenzusammensetzung: Hollanda-
Carvalho, et al., 2003; Resistenz und Widerstandsfahigkeit der Fischgemeinschaft: Sanchez-
Botero, et al., 2009) sowie auf abiotische Faktoren, wie den Salzgehalt, der von lokalem
Niederschlag, Verdampfung, Eindringen von Meerwasser, Wasserzufluss sowie
Uberschreiten der Sandbarriere abhingt (Esteves, et al., 2008; Caliman, et al., 2010).
Insbesondere beeinflusst der Salzgradient die biotischen Eigenschaften (z. B. Vorhandensein /
Fehlen von Raubtieren: Hollanda-Carvalho, et al., 2003; Verfugbarkeit von Nahrungsmitteln:
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Gomes Jr. & Monteiro, 2008; Suzuki, et al., 1998) und abiotische Faktoren (z.B.
Habitatstruktur: Hollanda-Carvalho, et al., 2003; physikalisch-chemische Eigenschaften von
Wasser: Gomes Jr. & Monteiro, 2008; Nitrifikation: Santoro & Enrich-Prast, 2009). Der
Salzgehalt ist auch verantwortlich fur die Erhéhung der Wachstumshormonkonzentration
(Deane & Woo, 2009) und die Effizienz des Stoffwechsels (Haney & Walsh, 2003) sowie fr
die Senkung der Energiekosten bei der Osmoregulation (Boeuf & Payan, 2001).

Der Studienorganismus P. vivipara, der ursprunglich in Stfwasserokosystemen beheimatet
ist, ist im Nordosten des Bundesstaates Rio de Janeiro weitverbreitet und reichlich vorhanden.
Mehrere Populationen bewohnen sowohl SiiRwasser- als auch Salzwasserlagunen (hypersalin)
im Restinga de Jurubatiba Nationalpark (22 ° 3 '19,3' S und 41 ° 40 '46,8' W) (Gomes Jr. &
Monteiro, 2008). P. vivipara ist in der Lage, sich an Salzkonzentrationen anzupassen, die viel
hoher als im Meerwasser sind, was durch die osmoregulatorischen Mechanismen von
mitochondrienreichen Zellen (Rocha, et al., 2010) in den Kiemen sichergestellt wird, wie in
Abschnitt 1.2.3 beschrieben. Aufgrund dieser Tatsache wird P. vivipara fur Biomonitoring
der Umwelt in brasilianischen Gewassern verwendet (Harayashiki, et al., 2013). Die hohen
Phosphat- und Nitratkonzentrationen sind auf den Abbau organischer Substanzen
zurtickzufuhren (Wasserpflanzen und insbesondere Tiere, die die erh6hten Salzgehalte nicht
tolerierten). Die Informationen zu Raubtiergemeinschaften stammen aus der jungsten
wissenschaftlichen Literatur (Caliman, et al., 2010; Di Dario, et al., 2013; Felice, 2014). Nach
Sommer-Trembo, et al. (2017) wurde das Pradationsrisiko aufgrund des VVorhandenseins oder
Fehlens von vier Hauptpradatoren (Erythriniden Hoplias aff. Malabaricus und Hoplerythrinus
unitaeniatus sowie Centropomids Centropomus parallelus und C. undecimalis) als ,,niedrig*
bzw. ,hoch“ eingestuft. Die Umgebungsbedingungen sind in diesem Bereich sehr
unterschiedlich. Daher ist zu erwarten, dass Plastizitdt eine wichtige Rolle spielen kann.
Fitness und Leistungsfahigkeit hangen bei Organismen im Wesentlichen vom Gehirn ab
(Gonda, et al., 2013). In zahlreichen Taxa wurde Plastizitdt in der Gehirnarchitektur
demonstriert (z. B. Fische: Pollen, et al., 2007; Kotrschal, et al., 2013; Eifert, et al., 2014;
Schulz-Mirbach, et al., 2016; Vogel: Day, et al., 2005).
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Frischwasser 5

Abbildung 6: Ubersicht iiber das Studiensystem Restinga de Jurubatiba Nationalpark, Brasilien und die neun
beprobten Kiistenlagunen (Frischwasserlagunen / gelb: Cabiunas, Encantada; Brackwasser-Lagunen / orange:
Carapebus, Carcas, Piripiri und Preta; Salzwasserlagunen / hyperhalin; rot: Maria Menina, Catingosa und
Pitanga), die sich in abiotischen und biotischen Standortfaktoren unterscheiden. (Eigene Darstellung)

Zur Durchfiihrung dieser Studie wurden die Standardlange und AugengroRe (maximaler
Durchmesser von 10 % Formalinfixierten und 70 % Ethanolkonservierten  Proben
(Ntotal = 211) mit einer Schieblehre bis auf 0,05 mm genau gemessen. Alle Proben wurden —
wie in Studie eins und zwei — verarbeitet und die Messungen folgten dem Protokoll von
Pollen, et al. (2007).

Fur den Vergleich verschiedener Umgebungsparameter wurden alle limnologischen
Daten wahrend der Probenahme von Probanden gesammelt. Als Indikator fur die
Wassertransparenz wurden Chlorophyll-a-Konzentrationen sowie die visuelle Auswertung
von Wasserproben verwendet (Details, siehe Abbildung S1 A: Sommer-Trembo, et al., 2017).
Die Salzgehaltkonzentrationen reichen von SiiRwasser bis zu hypersalinem Salzwasser, die
von lokalen Niederschldagen, Verdunstung, Eindringen von Meerwasser, Wassereinzugs-
gebieten sowie dem Uberschreiten der Sandbarriere abhingen (Esteves, et al., 2008).
Lagunen, die naher am Meer liegen, weisen brackiges bis salziges Wasser auf (manchmal
sogar mehr Salz als in Meerwasser), wahrend die weiter vom Meer entfernten Gewésser
SlRwasser enthalten. Santoro & Enrich-Prast (2009) postulierten, dass der fehlende

Zusammenhang zwischen potenzieller Nitrifikation und Chlorophyll-a auf die geringe
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Algendichte zuriickzufihren ist. Fur Lagunen mit reduzierter Sedimentalgenbesiedlung ist der
Salzgehalt des Wassers wahrscheinlich ein wichtiger Regulierungsfaktor fir die
Sedimentnitrifikation. In hypersalinen Lagunen sind die Konzentrationen von Chlorophyll-a,
Phosphat und Nitrat (Abb. 10, Tabelle 8) sehr hoch. Die Nitrifikation ist in Salzwasserlagunen
geringer, weil die geringere Sauerstoffldslichkeit bei hoheren Salzgehalten die Penetration
und Verfigbarkeit in den Sedimenten (Revsbech, et al., 1980) und die Dicke der
Nitrifikationsaktivitatsschicht verringert (Santoro & Enrich-Prast, 2009). Dies fiihrt zu einer
hohen Nitratkonzentration. Einige Lagunen wiesen eine hohe Wassertriibung auf (hohe
Phosphatkonzentrationen; Abb. 10), obwohl keine Hinweise auf vom Menschen verursachte
Eutrophierungsquellen vorlagen (z. B. sind keine industriellen oder hduslichen Abwésser mit
den jeweiligen Lagunen verbunden). Diese Lagunen verzeichneten im Jahr der Probenahme
einen drastischen Wasserspiegelabfall, der sich auch in einem hohen Salzgehalt des Wassers
niederschlug. Es ist daher wahrscheinlich, dass hohe Phosphatwerte auf die Zersetzung von
organischem Material, wie Wasserpflanzen und Tieren (einschlieBlich Fischen)

zurtickzufiihren sind.

Es ist zu erwarten das Telenzephale Lappen, Corpus cerebelli und Riechkolben
sollten bei Fischen aus Salzwasser (hoher Salzgehalt, geringer Wassertransparenz und hohem
Préadationsrisiko) vergroRert vorliegen. Die telenzephalen Lappen erhalten chemischen Input
(olfaktorisch und geschmacklich: Bshary, et al., 2014) und sind an der assoziativen
Verarbeitung von Signalen aus sich andernden Umgebungen beteiligt. Das Kleinhirn ist flr
die motorische Koordination und Kdrperorientierung verantwortlich (Broglio, et al., 2003;
Butler & Hodos, 2005; Kotrschal, et al., 1998). Die Umwandlung von mechanischen Reizen
in neuronale Signale (engl. mechanosensation; vgl. Riesch, et al., 2010; Tobler, 2009) kdnnte
fiir Fische eine wichtige Rolle spielen. Zum einen, um Bewegungen zu koordinieren und zum
anderen, um Raubtieren in Gewassern mit geringer Wassertransparenz (Chlorophyll-a, hoher
Phosphatgehalt) zu entgehen. Die VergroRerung verleiht einen kognitiven Vorteil, denn es
konnte die Leistung bei hohem Prédationsrisiko verbessern. Die Zunahme der relativen Grolie
nur bestimmter Gehirnregionen, beispielsweise (bspw.) telenzephale Lappen und Kleinhirn,
scheint mit grélReren Gehirnen verbunden zu sein (Kotrschal, et al., 2017). Da zunehmende
Salzkonzentrationen die Wassertriibung beeinflussen (z. B. Habitatstruktur: Hollanda-
Carvalho, et al., 2003; physikalisch-chemische Eigenschaften von Wasser: Gomes Jr. &
Monteiro, 2008; Nitrifikation: Santoro & Enrich-Prast, 2009), sollten die optischen Tekta und
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Augen in Populationen aus Salzwasser (hoher Salzgehalt, geringer Wassertransparenz und
hohem Préadationsrisiko) reduziert werden. Der Salzgehalt ist auch fir die Erh6hung der
Wachstumshormonkonzentrationen (Deane & Woo, 2009) und die Effizienz des
Stoffwechsels verantwortlich (Haney & Walsh, 2003). Es wurde daher erwartet, dass in
Fischen aus Salzwasserlagunen mit geringer Wassertransparenz ein grofRerer Hypothalamus

vorliegt.

2.3.2 Statistik

Wie in der ersten Studie und in Ubereinstimmung mit Studien zu anderen Teleostier-Arten
(Huber, et al., 1997; Lisney & Collin, 2006; Pollen, et al., 2007) wurde das Volumen (V) flr
jeden der fiinf Hirnareale (Riechkolben, telenzephale Lappen, optisches Tektum, Corpus
cerebelli, Hypothalamus) angenédhert sowie das gesamte Hirnvolumen unter Verwendung
einer idealisierten Ellipsoidformel V = (L * W * H) * 3,14 / 6 nach einem Ellipsoidmodell
unter der Annahme, dass diese Bereiche die Form eines idealisierten Ellipsoids aufweisen,
berechnet. Alle erhaltenen Residuen wurden dann Igl0-transformiert, um normale
Fehlerverteilungen zu erreichen. Die Volumina der telenzephalen Lappen, optisches Tektum,
Corpus cerebelli und Hypothalamus wurden in einer multivariaten Kovarianzanalyse
(MANCOVA) als abhéngige Variable verwendet.

a) Das Pradationsrisiko und Phosphat wurden als faktoriell erklarende Variablen (d. h.
niedrig gegen hoch) einbezogen, da sie bimodale Verteilungsmuster zeigten
(Abb. 10). Der Faktor "Geschlecht" wurde — wie in Studie ein und zwei — einbezogen,
um den bekannten sexuellen Dimorphismus der Gehirnmorphologie bei Teleostier zu
erklaren (Bass & Grober, 2001; Kotrschal, et al., 2012a; Kotrschal, et al., 2012b).
Andere erklarende Variablen ("Salzgehalt”, "Nitrat" und "Wassertransparenz",
bewertet als Chlorophyll-a) zeigten kontinuierliche Verteilungsmuster (Abb. 10) und
wurden als Kovariaten eingeschlossen. Modellbedingt wurden post-hoc ANCOVAs
mit einzelnen abh&ngigen Variablen mit ansonsten identischer Modellstruktur
durchgefiihrt. Daten fir die Riechkolben waren nicht fir alle Individuen verfligbar. Es
erfolgte die Berechnung von ANCOVAs fur das Gesamthirn (Wechselbeziehung mit
allen Hirnflachenvolumina) und das Riechkolbenvolumen, die Augendurchmesser
und die KopfgréRe mit einer &hnlichen Modellstruktur und schrittweiser Eliminierung

nicht signifikanter Interaktionsterme, wie oben beschrieben.
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b) Um die Richtung signifikanter Effekte von Kovariaten (d. h. positive oder negative
Beziehungen) zu charakterisieren, wurde unter Verwendung von Residuen (d. h. um
andere Modellterme korrigiert) die Spearman-Rangkorrelationen (Timischl, 2013;
Horn, 1942) berechnet. Die signifikanten Auswirkungen der wichtigsten Faktoren und
Wechselwirkungen wurden mit geschatzten marginalen Mittelwerten dargestellt. Alle
Analysen wurden mit SPSS v. 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefiihrt.

2.3.3 Ergebnisse

In diesem Teil der Studie wurde die phéanotypische Variation der Hirnareale und der
Kérpermorphologie von Poecilia vivipara (Ntowm = 229) Populationen untersucht aus
Standorten, die sich in abiotischen Umgebungsbedingungen, insbesondere in Salzgehalt,
Tribung, Komponenten der Wasserchemie und Habitat-Heterogenitat sowie biotischen
Faktoren (Prédatorendichte) unterschieden. Erwartet wurde, dass sich unterschiedliche
abiotische und biotische Bedingungen auf verschiedene Hirnregionen an verschiedenen
Standorten verschieben. Die multivariate Kovarianzanalyse (Kovariaten ,Salzgehalt®,
,Nitrat“ und ,,.Lebensraumproduktivitit™; Feste Faktoren: ,,Geschlecht, ,,Wassertribung* und
,,Pradationsrisiko®) ergab einen wesentlichen Effekt fur den Faktor ,Wassertriibbung®,
,Geschlecht® und ,Prddationsrisiko”. Desweiteren wurden Haupteffekte fir die
Interaktionsterme ,,Geschlecht * Wassertribung* ,,Sex * Predationrisiko®; ,,Wassertriibung *
Pradationsrisiko* und ,,Geschlecht * Pradationsrisiko * Wassertriibung* nachgewiesen, wenn
der Einfluss der Kovariate konstant gehalten wurde. Der Einfluss der Kovariate war
signifikant fur den ,,Salzgehalt”, "Nitrat" und die "Wassertransparenz". Schlussfolgerung
daraus ist, dass ein Zusammenhang zwischen den Anderungen in der Art der Kovariate und
der Anderungen im Mittelwert der Antwortvariablen besteht (Tabelle 9). Zuerst wurde
vorausgesagt, dass Riechkolben (Abb. 8 A), telenzephale Lappen (Abb.8 C) und Corpus
cerebelli (Abb. 8 E) bei Fischen von Lagunen mit hohem Salzgehalt, Wassertriilbung und
Prédationsrisiko vergrofRert sein sollten. Ein wesentlicher Effekt wurde fur den Faktor
Wassertribung bei den telenzephalen Lappen, Corpus cerebelli und Riechkolben Volumen
gefunden. Verifiziert wurde eine Haupteffekt fir den Faktor ,,Prédationsrisiko® fur
telenzephale Lappen, Corpus cerebelli und Riechkolben Volumen (Tabelle 10). Es wurden
signifikante Interaktionsterme fiir telenzephale Lappen fur ,,Geschlecht * Wassertribung®,

,Geschlecht * Préadationsrisiko* ,,Wassertriibung * Pradationsrisiko*“ und ,,Geschlecht *
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Wassertriibung * Pradation* gefunden. Ebenfalls wurden fur das Corpus cerebelli Volumen
fur ,,Wassertriibung * Préadationsrisiko ein effekt gefunden. Fir Riechkolben wurden keine
signifikanten Wechselwirkungsterme nachgewiesen. Der starkste Haupteffekt (unterteilt nach
Cohens, 1988) wurde bei den telenzephalen Lappen fur den Faktor Pradationsrisiko (n2 =
0,125) und den Wechselwirkungsfaktor Wassertriibung * Prédationsrisiko (n2 = 0,116,
Abb. 8 C) festgestellt. In einer Spearman-Rank-Korrelationsanalyse flr telenzephale Lappen
zeigten sich negative Korrelationen (Verringerung des Volumens) zwischen den
Lebensraummessungen, jedoch eine positive Korrelation (VergroRerung des Volumens) fur
das Prédationsrisiko (Details siehe Tabelle 10), mit Ausnahme des Corpus cerebelli
Volumens, das positiv mit Lebensraummessungen (Kovariaten und Wassertriibung) korreliert.
Zweitens wurde vorausgesagt, dass in Populationen aus Lagunen mit hohem Salzgehalt,
geringer Wassertransparenz (Chlorophyll-a) und hohem Préadationsrisiko ein verringertes
optisches Tektum (Abb. 8 D) und kleinere Augen (Abb. 9 B) zu finden sind, da zunehmende
Salzkonzentrationen die Wassertransparenz beeinflussen (z. B. Habitatstruktur: Hollanda-
Carvalho, et al., 2003; physikalisch-chemische Eigenschaften von Wasser: Gomes Jr. &
Monteiro, 2008; Nitrifikation: Santoro & Enrich-Prast, 2009). ANCOVA's flr jede abhangige
Variable (Kovariaten: ,,Salzgehalt”, , Nitrat“ und ,,Wassertransparenz*; ,,Feste Faktoren®:
,,Geschlecht”, ,Phosphat und ,,Prédationsrisiko*; Tabelle 10) ergaben einen wesentlichen
Effekt fur das optische Tektum-Volumen fur den Faktor ,,Wassertribung“ und einen
Haupteffekt fiir den Faktor ,,Pradationsrisiko®. Es wurden signifikante Wechselwirkungsterme
fiir das Volumen des optitischen Tektums fir den Faktor ,,Geschlecht * Wassertriibung* ,,Sex
* Pradationsrisiko® ,,Wassertriibung * Pradationsrisiko* und ,,Geschlecht * Wassertriibung *
Préadationsrisiko* gefunden. Der stérkste Haupteffekt (unterteilt nach Cohens, 1988) fur das
optische Tektum wurde fiir die Kovariate Nitrat (n2 = 0,172), die Faktoren Geschlecht (n2 =
0,177) und Wassertriibung (n2 = 0,124) sowie fur den Wechselwirkungsterm Wassertriibung
* Pradationsrisiko (n2 = 0,110) gefunden. Eine Spearman-Rang-Moment-Korrelationsanalyse
zeigte, dass das VVolumen des optischen Tektums und die Augengrofie negativ (Verringerung
des Volumens und Durchmessers) mit den Kovariaten Salzgehalt, Nitrat und
Lebensraumproduktivitat korreliert sind, jedoch positiv (VergroRerung des Volumens und
Durchmessers) mit dem Prédationsrisiko. Zusatzlich wurde ein groRerer Hypothalamus
(Abb. 8 F) in Fischen aus Lagunen mit hohem Salzgehalt und Wassertriibung vorhergesagt, da
der Salzgehalt auch fir die Erhéhung der Wachstums-hormonkonzentrationen (Deane &
Woo, 2009) und die Effizienz des Stoffwechsels verantwortlich ist (Haney & Walsh, 2003).
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Die Analyse ergab einen Haupteffekt (ANCOVA) fir den Faktor "Wassertriibung™ und einen
Haupteffekt fir den Faktor "Préadationsrisiko” im Hypothalamusvolumen. Signifikante
Interaktionsterme wurden fiir die Faktoren ,Geschlecht * Wassertribung™ ,Sex *
Préadationsrisiko® "Wassertrilbung * Pradationsrisiko" und "Geschlecht * Wassertriilbung *
Préadationsrisiko” gefunden. Der starkste Haupteffekt wurde fur den Faktor Geschlecht
(m2 =0,211) und die Wechselwirkung zwischen Wassertrilbung und Pradationsrisiko
(m2 =0,135) festgestellt. Die Spearman-Rang-Moment-Korrelationsanalyse zeigt keine
direkte Korrelation zwischen Habitatmessungen und dem Prédationsrisiko  flr
Hypothalamusvolumen (Tabelle 10). Da der Salzgehalt die Energiekosten bei der
Osmoregulation senkt (vgl. Boeuf & Payan, 2001), wurden kleinere Gehirne (Abb. 8 B) und
grollere Kopfe (Abb. 9 A) (vgl. z. B. von Limia: Weaver, et al., 2016) in Fischen aus Lagunen
mit hohem Salzgehalt und geringer Wassertransparenz erwartet. Dies konnte das Resultat der
energetischen Konsequenzen in Umgebungen mit niedriger und hoher Salzkonzentration sein,
welche fur die phénotypische Vielfalt und die Verringerung der GesamtkorpergroRRe
verantwortlich ist. Die Analyse ergab einen Haupteffekt fiir den Faktor ,,Wassertransparenz*
fir das gesamte Gehirnvolumen und die KopfgroRe (Tabelle 11). Die Spearman-Produkt-
Moment-Korrelation zeigt, dass die Kopfgréle positiv (VergroBerung) mit den Habitat-
MalRen (Kovariaten und Wassertransparenz) korreliert, aber negativ (Verringerung) mit dem
Prédationsrisiko. Fir das gesamte Gehirnvolumen wurden negative Korrelationen mit
Kovariaten und Wassertransparenz, aber Kkeine korrelierten Indikationen fir das
Préadationsrisiko nahgewiesen. Ein Geschlechtseffekt wurde fur alle Messungen festgestellt
(in allen Fallen P <0,001 fur die telenzephalen Lappen, das optische Tektum, Corpus
cerebelli, Hypothalamus, Gesamthirn, Riechkolben Volumen (Tabelle 11), AugengroRe
(Tabelle 4) und Kopfgrole (Tabelle 12). Es wurde ein Geschlechtseffekt fir das optische
Tektum, den Corpus cerebelli, das Hypothalamusvolumen und die Kopfgroe festgestelit.
Diese zeigen, dass die mittleren Unterschiede (in allen Fallen P <0,05) in allen
Hirnarealvolumina zwischen hoher und niedriger Wassertransparenz, zwischen hohem und
niedrigem Prédationsrisiko und zwischen den Geschlechtern signifikant unterschiedlich sind.
Weibchen zeigen Kleinere Hirnareale und ein geringeres Hirnvolumen (Abb. 8 B - F).
Aufféllig jedoch ist, dass es bei Weibchen und Maéannchen zu unterschiedlichen
Verschiebungen kommt. Bei erhdhtem Pradationsrisiko verringerten sich die Hirnareale bei
Weibchen, aber lagen bei Mé&nnchen vergrolert vor (Riechkolben, Gesamthirn, Telenzephale
Lappen, Corpus cerebelli und Hypothalamus). Die Ergebnisse zeigen, dass das
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Préadationsrisiko die GroRe der telenzephalen Lappen und des optischen Tektums erhoht, aber
die Kopfgrolie verringert. Entgegen der Annahme, dass hohe Préadation zu groReren Gehirnen
fuhrt, wurde kein Hinweis auf eine VergréRerung des Gehirns unter hohem Prédationsrisiko
verifiziert. Ein umgekehrter Effekt wurde fur Fische aus Lagunen mit hoher Wassertriibung,
Habitatproduktivitdt und Salzgehalt festgestellt, da Fische kleinere telenzephale Lappen,
optische Tekta, AugengroBe und Gesamthirngrolle, jedoch groRere Corpus cerebelli und

Kopfgrolie aufwiesen.
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Abbildung 7: Dargestellt sind die Volumen (EMM % SD) von A. Riechkolben, B. Gesamthirn,
C. telenzephale Lappen, D. optisches Tektum, E. Corpus cerebelli und F. Hypothalamusvolumen von
Poecilia vivipara unter Einfluss der Phosphatkonzentration (niedrig / hoch) und Préadationsrisiko
(niedrig / hoch); (weille Symbole: niedrige Phosphatkonzentration (hohe Wassertransparenz); schwarze
Symbole: hohe Phosphatkonzentration (niedrige Wassertransparenz). Kreise zeigen Weibchen, Quadrate
zeigen Méannchen an. (Eigene Darstellung)
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Abbildung 8: Dargestellt sind Unterschiede im Durchmesser (EMM + SD) von A. Kopf und
B. Augengrolie von Poecilia vivipara unter dem Einfluss von niedriger / hoher Phosphatkonzentration
und Pradationsrisiko von Fischen aus neun Lagunen des Nationalparks Restinga de Jurubatiba,
Brasilien. (weile Symbole: niedriges Phosphat, Frisch- und Brackwasser; schwarze Symbole: hohe
Phosphatkonzentration, hypersalin). Kreise zeigen Weibchen, Quadrate zeigen Mé&nnchen an. (Eigene
Darstellung)
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Abbildung 9: Dargestellt sind die untersuchten Umweltparameter (mg / I; Salzgehalt in Promille) der
neun Lagunen des Restinga de Jurubatiba Nationalparks, Brasilien. Gemessen im Mérz 2014. A. Was-
sertransparenz  (Chlorophyll-a); B. Salzgehalt (weill: SiRwasser, grau: Brackwasser schwarz:
Salzwasser (hypersalin)); C. Nitrat; D. Phosphat (aufgrund der bimodalen Verteilung als hoch und
niedrig eingestuft). (Eigene Darstellung)
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Tabelle 8: Umweltparameter mit geografischen Koordinaten der ab Marz 2014 beprobten Lagunen des
Nationalparks Restinga de Jurubatiba (Brasilien). Salzgehalt in Promille (%o). Die Lagunen wurden nach dem
Salzgehaltsgradienten  von  SuBwasser zu  Salzwasserlagunen  zugeordnet. PR (Pradationsrisiko);
WT (Wassertransparenz); P (Phosphat aufgrund der bimodalen Verteilung als hoch und niedrig eingestuft)

(Eigene Tabelle).

Standort N, Nj; Salinitat PR WT P Breitengrad Langengrad

Cabiunas 20 20 0.20 Hoch Hoch Niedrig 22°18'06.02"S  41°41'36.56"W
Encantada 10 - 0.40 Niedrig Hoch Niedrig 22°14'07.62"S  41°32'50.11"W
Carapebus - 9 13.40 Niedrig Hoch Niedrig 22°14'37.70"S  41°35'48.00"W
Preta 5 - 14.00 Hoch Hoch Niedrig 22°10'26.06"S  41°21'01.01"W
Gargas 14 15 20.50 Niedrig Hoch Niedrig 22°12'49.42"S  41°29'33.05"W
Piripiri - 5 23.60 Hoch Niedrig Niedrig 22°12'14.14"S  41°27'42.32"W
Catingosa 24 50 36.40 Niedrig Niedrig Hoch 22°11'12.92"S  41°23'51.79"W
Pitanga 17 20 39.60 Hoch Niedrig Hoch 22°09'40.82"S  41°17'53.03"W
Maria Menina 20 - 74.30 Niedrig Niedrig Hoch 22°12'01.08"S  41°27'03.59"W

Tabelle 9: Ergebnisse der multivariaten Kovarianzanalyse (MANCOVA) zeigen Volumenunterschiede in den
Gehirnarealen von Ménnchen und Weibchen zwischen den Standorten. Die abhangigen Variablen wurden SL /
Hirnmasse korrigiert und die Volumina von telenzephalen Lappen, optischem Tektum, Corpus cerebelli und
Hypothalamus Ig 10 transformiert. Feste Faktoren waren ,,Geschlecht”, ,,Pradationsrisiko* (niedrig / hoch),
,,Phosphat* (aufgrund der bimodalen Verteilung als niedrig / hoch eingestuft, siehe Zusatzmaterial, Abb. 10) und
Wechselwirkungsbedingungen. Kovariaten waren "Salinitat", "“Nitrat" und "Lebensraumproduktivitat
(Chlorophyll a). Die F-Verhéltnisse wurden unter Verwendung der Lambda Werte von Wilks angendhert.
Signifikante P-Werte sind fett gedruckt. Die Effektstarke (Partiell #2) ist nach Cohens (1988) grau markiert und
zeigt die wichtigsten Auswirkungen der Faktoren auf die einzelnen Bereiche. (Eigene Tabelle)

Haupteffekte df F P Partiell 2

Salinitat 4 9.466 <0.001 0.163
Kovariaten Nitrat 4 14673 <0.001 0.231

Lebensraumproduktivitat 4 5.034 0.001 0.094

Geschlecht 4 19.048 <0.001 0.281
Feste

Phosphat 4 7596 <0.001 0.135
Faktoren S

Pradationsrisiko 4 8.302 <0.001 0.146

Geschlecht*Phosphat 4 3.031 0.019 0.059
Interaktions-  Geschlecht*Préadationsrisiko ) 2.478 0.045 0.048
terme Prédationsrisiko*Phosphat ) 16,870 < 0.001

Geschlecht*Préadationsrisiko*Phosphat 4 2.494 0.044 0.049
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Tabelle 10: Spearman-Rangkorrelationskoeffizient mit gréRenkorrigiertem Hirnvolumen (unlogarythmiert),
Kovariaten: ,,Salzgehalt”, ,Nitrat“, , Wassertransparenz“ (als Chlorophyll-a bewertet) und feste Faktoren
(,,Phosphat*). Angezeigt wird der Korrelationskoeffizient Spearmans 'rho (r), der die statistische Abhangigkeit
zwischen den Rankings zeigt und nach Cohen (1988) eingeteilt wird; signifikantes P-Level (*). (Eigene Tabelle)

Salinitat Nitrat Wasser- Phosphat Pradation
transparenz

Salinitat 1
Nitrat 0.947 ** 1
Chlorophyll-a 0.966 ** 0.947 ** 1
Phosphat 0.882 ** 0.811 ** 0.882 1
Pradation -0.163 * -0.082 -0.079 -0.240 ** 1
Telenzephale
Lappen -0.172 * -0.212 ** -0.165 * -0.294 ** 0.254 **
Optisches Tektum -0.346 ** -0.375 ** -0.286 ** -0.343 ** 0.221 **
Corpus cerebelli 0.451 ** 0.388 ** 0.432 ** 0.293 ** -0.131
Hypothalamus -0.022 -0.061 -0.001 -0.109 0.018
Gesamthirn -0.198 ** -0.229 ** -0.162 * -0.221 ** 0.094
Augengrofiie -0.344 ** -0.290 ** -0.317 ** -0.223 ** 0.110
Kopfgrofle 0.391 ** 0.440 ** 0.421 ** 0.407 ** -0.269 **
Riechkolben 0.057 -0.028 0.013 0.082 0.021

** < =0001, *p<=005
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Tabelle 11: Ergebnisse einer univariaten Kovarianzanalyse (ANCOVA) zeigen Volumenunterschiede zwischen
den Standorten und / oder Geschlechtsdimorphismus von P. vivipara. Abhédngige Variablen: (korrigiert mit
kovariaten SL / BM- und Igl0-transformiert) Telenzephale Lappen, Optisches Tektum, Corpus cerebelli,
Hypothalamus, Gesamthirn- und Riechkolben Volumen. Feste Faktoren: ,,Geschlecht®, ,Priddationsrisiko*
(niedrig / hoch), ,,Phosphat“ (aufgrund der bimodalen Verteilung als niedrig / hoch eingestuft, Abb. 10) und
Interaktionsterme.  Kovariaten: "Salinitat", "Nitrat" und "Wassertransparenz”. Nicht signifikante
Interaktionsterme wurden ausgeschlossen. Signifikante P-Werte sind fett gedruckt. Die Effektstarke wird nach

Cohen (1988) grau hervorgehoben. Eigene Tabelle

Volumen Kovariate / Faktor d.f F P Partiell 5
Salinitat 1 20241 <0.001 0.095
Nitrat 1 2133 0.146 0.011
Wassertransparenz 1 17.759 <0.001 0.082
Geschlecht 1 14823 <0.001 0.069
Telenzephale Phosphat 1 21963 <0.001 0.099
Lappen Préadationsrisiko 1 28488 <0.001 0.125
Geschlecht*Phosphat 1 5.057 0.026 0.025
Geschlecht*Pradationsrisiko 1 3.993 0.047 0.020
Phosphat*Prédationsrisiko 1 26349 <0.001 0.116
Geschlecht*Phosphat*Pradationsrisiko 1 8.658 0.004 0.041
Fehler 200
Salinitat 1 15227 <0.001 0.071
Nitrat 1 41261 <0.001 0.172
Wassertransparenz 1 5.797 <0.001 0.028
Geschlecht 1 42664 <0.001 0.177
Optisches Phosphat - 1 27946 <0.001 0.124
Tektum Prédationsrisiko 1 20622 <0.001 0.094
Geschlecht*Phosphat 1 6.780 0.010 0.033
Geschlecht*Pradationsrisiko 1 6.003 0.015 0.029
Phosphat*Pradationsrisiko 1 24502 <0.001 0.110
Geschlecht*Phosphat*Pradationsrisiko 1 5.204 0.024 0.026
Fehler 198
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Volumen Kovariate / Faktor d.f F P Partiell 5
Salinitat 1 11589 0.001 0.054
Nitrat 1 3.628 0.058 0.018
Wassertransparenz 1 3.287 0.071 0.016
Corpus Geschlecht 1 2329 <0.001 0.103
cerebelli Phosphat 1 9.496 0.002 0.045
Prédationsrisiko 1 4.293 0.040 0.021
Phosphat™ Pradationsrisiko 1 21511 <0.001 0.096
Fehler 203
Salinitat 1 10.685 0.001 0.051
Nitrat 1 1.068 0.303 0.005
Wassertransparenz 1 14912 <0.001 0.069
Geschlecht 1 53606 <0.001 0.211
Phosphat 1 21586 <0.001 0.097
Hypothalamus  Prédationsrisiko 1 14323 <0.001 0.067
Geschlecht*Phosphat 1 7.357 0.007 0.035
Geschlecht*Pradationsrisiko 1 4504 0.035 0.022
Phosphat*Prédationsrisiko 1 31.089 <0.001 0.135
Geschlecht*Phosphat*Pradationsrisiko 1 8.811 0.003 0.042
Fehler 200
Salinitat 1 0.001 0.970 0.000
Nitrat 1 3.051 0.082 0.015
Wassertransparenz 1 0.008 0.928 0.000
Gesamthirn Geschlecht 1 16978 <0.001 0.077
Phosphat 1 4.692 0.031 0.022
Prédationsrisiko 1 1.834 0.177 0.009
Fehler 204
Salinitat 1 1447 0.230 0.007
Nitrat 1 0.188 0.665 0.001
Wassertransparenz 1 4.835 0.029 0.024
Riechkolben Geschlecht 1 8.226 0.005 0.040
Phosphat 1 12387 0.001 0.059
Prédationsrisiko 1 6.256 0.013 0.031
Error 196
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Tabelle 12: Ergebnisse einer univariaten Kovarianzanalyse (ANCOVA) zeigen Durchmesserunterschiede und /
oder Geschlechtsdimorphismus von P. vivipara. Die abhangigen Variablen, wie Augengréfe und KopfgroRe
wurden groRenkorrigiert mit Kovariate SL und 1g10 transformiert. Feste Faktoren waren Geschlecht,
Pradationsrisiko (niedrig / hoch), Phosphatkonzentration (aufgrund der bimodalen Verteilung als niedrig / hoch

eingestuft, Abb. 10) und Wechselwirkungsbedingungen.

Kovariaten waren "Salzgehalt",

"Nitrat” und

"Wassertransparenz". Nicht signifikante Interaktionsterme wurden aus dem Modell ausgeschlossen. Signifikante
P-Werte sind fett gedruckt. Die Effektstarke wird nach Cohen (1988) grau hervorgehoben. (Eigene Tabelle)

Durchmesser ~ Kovariate/Faktor d.f. F P Partiell 4
Salinitat 1 2905 0.090 0.014
Nitrat 1 1.810 0.180 0.009
Chlorophyll-a 1 2014 0.157 0.010

Augengrofie Geschlecht 1 5641 0.018 0.027
Phosphat 1 2191 0.140 0.011
Prédationsrisiko 1 0.091 0.763 0.000
Fehler 203
Salinitat 1 0.567 0.452 0.003
Nitrat 1 54764 <0.001 0.215
Chlorophyll-a 1 8816 0.003 0.042
Geschlecht 1 26400 <0.001 0.117
Phosphat 1 14.051 <0.001 0.066

KopfgroRe Pradationsrisiko 1 2054 0.153 0.010
Geschlecht*Phosphat 1 6.145 0.014 0.030
Geschlecht*Pradationsrisiko 1 30.898 <0.001 0.134
Phosphat*Prédationsrisiko 1 11.274 0.001 0.053
Geschlecht*Phosphat*Pradationsrisiko 1 26.459 <0.001 0.117
Fehler 200
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3. Gesamt-Diskussion

In dieser Studie wurden Muster der GroRenvariation in den einzelnen Hirnregionen bei
Poecilia-Arten untersucht, welche in Lebensr&umen mit unterschiedlichen abiotischen
Bedingungen leben. Diese Studie sollte (Uberprifen, ob die Divergenz in der
Gehirnmorphologie in freilebenden Fischen hauptsachlich durch die evolutionare
Diversifizierung (d. h. lokale Anpassung) verursacht wird oder das Ergebnis umweltbedingter
phanotypischer Plastizitat ist. Gestutzt auf frihere Studien zu P. mexicana wurde fir die
Okotypen ein starker Selektionsdruck vorhergesagt, der durch giftiges H,S in EA und CA,
limitierter Ressourcen in LA und Dunkelheit in CA und LA zu kleineren Gehirnen fihrt.
Dariiber hinaus konnte die vielleicht selektionsbedingte Verbesserung der nicht-visuellen
Sinne mit einer VergrolRerung der jeweiligen Hirnregionen verbunden sein. Die erhobenen
Daten von freilebenden Fischen unterstiitzen sowohl die VVorhersagen als auch die Hypothese
zur Mosaikentwicklung. Die Ergebnisse des Laborversuchs lassen jedoch darauf schlielen —
auch im Vergleich zu friiheren Untersuchungen an anderen Fischarten (z. B. Kotrschal, et al.,
1998; Kotrschal, et al., 2012a; Kotrschal, et al., 2012b; Pollen, et al., 2007; Gonzalez-Voyer,
et al., 2009; Gonzalez-Voyer, et al., 2010), dass diese Variation bei P. mexicana-Gehirnen das
Resultat einer phanotypischen Plastizitat ist und die oben genannten 6kologischen Faktoren
daher hauptsachlich die Entwicklung des Gehirns (bzw. einer Gehirnregion) wahrend der
Ontogenese beeinflussen. Mehrere abgeleitete Merkmale in P. mexicana aus diesem
Studiensystem haben eine erblich bedingte Basis, darunter die vergréRerten Kopfe, veradnderte
Korperform und reduzierte Augengrofle (Tobler, et al., 2008a) sowie erhohter
Nachwuchsgrofe und der damit verbundenen reduzierten Fruchtbarkeit (Riesch, et al., 2009;
Riesch, et al., 2010). Es stellt sich daher die Frage, was die Grinde fur die phanotypische
Plastizitat des Gehirns (Hirnregionen) sind. Gonda, et al. (2013) postulierten, das die
Plastizitat des Gehirns selbst ein Ziel der Selektion sein konnte. Wahrend in Gonda, et al.
(2012) gezeigt wurde, dass marine Populationen des Stichlings (Pungitius pungitius), welche
an hohes Pradationsrisiko angepasst sind, groRere Riechkolben — ungeachtet der
Aufzuchtbedingungen — entwickelten (keine Prédation gegen Préddation), zeigten
Teichpopulationen im Experiment eine ausgeprégte phénotypische Plastizitat durch deutlich
grolere Riechkolben, wenn sie Pradatoren ausgesetzt waren. Diese habitatabhéngige
Plastizitat wurde nicht in P. mexicana gefunden, denn bei den Laborpopulationen waren die
Gehirne und Gehirnregionen insgesamt &hnlich grof3. Theoretisch wére die phéanotypische

Plastizitdt der GehirngroRe fir P.mexicana vorteilhaft, wenn Fische noch erhebliche
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Migrationsraten zwischen den verschiedenen Lebensrdumen zeigen wirden, um diese flr den
Bedarf der Fahigkeit und die Entwicklung des Gehirns (GroRRe) nach dem Vorhandensein oder
Nichtvorhandensein der Stressoren Dunkelheit und toxischem H,S anzupassen. Hierzu
postulierten Plath, et al. (2007), dass die Migration zwischen den beiden Lebensrdumen, die
sich in Gegenwart mindestens eines abiotischen Stressors unterscheiden (“Licht™ oder "H,S")
sehr gering ist. Auch wenn frihere Studien eine gewisse Menge der Gehirngrélien Plastizitat
zeigten, wurde argumentiert, dass die Gehirngrofie hauptsachlich genetisch bestimmt sein
sollte, da sie von herausragender funktioneller Bedeutung ist und Gehirngewebe ein
energetisch teures Gewebe darstellt (Gonda, et al., 2013). Lokal angepasste P. mexicana
durchlaufen in diesem Studiensystem eine beginnende Artbildung und befinden sich im
frihen Stadium entlang des Artbildungskontinuums zwischen Panmixis und vollstandiger
reproduktiver Isolierung (Pollen, et al., 2007; Plath, et al., 2013; Tobler, et al., 2008a; Tobler,
et al., 2009a; Plath & Tobler, 2010). So sind zwar andere Merkmale in P. mexicana schon
genetisch bedingt fixiert, aber die Unterschiede in der GehirngréRe in freilebenden
Populationen kénnten erst zu einem spateren Zeitpunkt im Stadium des Artbildungsprozesses
genetisch verankert werden. Insgesamt wurde auch in friheren Studien Uber eine verringerte
GehirngroBe von im Labor gezichteten Fischen an anderen Fischarten berichtet. F1-
Generationen von im Labor aufgezogenen Stichlingen (Pungitius pungitius) haben bspw.
zwischen 2% (Optisches Tektum) und 67 % (Cerebellum) kleinere Hirnregionen als
freilebende Fische (Gonda, et al., 2011). F1-Generationen von im Labor geziichteten Guppies
(P. reticulata) zeigten hingegen kleinere Telenzephala (19 %) und optische Tekta (17 %; vgl.
Burns, et al., 2009). Die Grunde flr insgesamt kleinere Gehirne in Labor geziichteten Fischen,
wie sie in P. mexicana zu sehen sind, sind noch unklar. Mehrere Autoren argumentierten, dass
die reduzierte GehirngréRe von im Labor geziichteten Fischen das Resultat der geringeren
strukturellen Komplexitat der Umwelt im Labor im Vergleich zu natirlichen Umgebungen
sein konnten (z. B. fir Oncorhynchus mykiss: Kihslinger & Nevitt, 2006; Gonda, et al., 2011).
Studien, in denen diese Annahme getestet wurde, ergaben keine eindeutigen Ergebnisse und
es gab keine Korrelation fir Komplexitdt der Laborumgebung und FischhirngroRe (fiir
O. tschawytscha: Kihslinger & Nevitt, 2006; fur P. reticulata: Burns, et al., 2009). Da Fische
ein lebenslanges Wachstum aufweisen, ist es moglich, davon auszugehen, dass das Wachstum
der Augen und des optischen Tektums in einer konzertierten Weise auftreten, um die korrekte
sensorische physiologische Funktion sicherzustellen (Zupanc, 2001; Cerveny, et al., 2012).
Aus diesem Grund ist die Feststellung, dass Unterschiede in der AugengroRe vererbbar sind,
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wenn keine Unterschiede im optischen Tekta vorhanden sind, ratselhaft. Studien zu Hohlen-
und Oberflachenformen von Astyanax mexicanus (Soares, et al., 2004) oder Medaka-
Mutanten (Oryzias latipes) (Ishikawa, et al., 1999; Ishikawa, et al., 2001) zeigen, dass sich der
visuelle Input (d. h. die Lichtmenge) positiv auf Wachstum und / oder Aufrechterhaltung des
Tektums auswirkt. Dies zeigten auch Korner, et al. (2006) bei Hohlenbewohnenden
P. mexicana, welche verringerte AugengroRen aber funktionsfahige Augen aufwiesen
(Kdrner, et al., 2006). Es ist daher zu spekulieren, dass P. mexicana aus der Laboraufzucht
einen ahnlich grofRen optischen Tekta entwickelt, da in Oberflachen- und Hdéhlenformen
funktionale Augen vorhanden sind, die im Laborversuch die gleiche Menge an visuellen
Informationen erkennen. Kleinere optische Tekta in freilebenden Oberflachenfischen aus
schwefelhaltigen (triiben) Gewassern und insbesondere in freilebenden Hohlenfischen kdnnen
wiederum eine Reaktion auf reduzierte Lichtmengen oder die vollstandige Dunkelheit sein.
Der visuelle Beitrag ist jedoch nur ein Faktor, der moglicherweise die GroRe des optischen
Tektums beeinflusst, da auch Studien zum Vergleich verschiedener sozialer Umgebungen
(isolierte versus gruppenaufgezogene) Unterschiede in der GroRRe des optischen Tektums
aufzeigen (Gonda, et al., 2009a). Da das Gehirn ein metabolisch teures Organ ist (Isler & van
Schaik, 2006; Kotrschal, et al., 2013), koénnte die Verringerung des optischen Tektums und
der Gesamtgrofle des Gehirns in freilebenden Hohlenfischen und Fischen aus sulfidischen
Lebensrdumen auch eine plastische Reaktion auf den Energieverbrauch, die Entgiftung von
H,S (CA) und die niedrige Energieverfugbarkeit (LA; Tobler, 2008) sein. Kleinere Gehirne
konnten dazu beitragen, den Energieverbrauch in energiebegrenzten sulfidischen
Lebensrdumen und Hohlenlebensrdumen zu senken, von denen bei P. mexicana bekannt ist,
dass sie dort eine schlechtere korperliche Verfassung aufweisen (Tobler, et al., 2006; Riesch,
et al., 2010; Riesch, et al., 2011). Dartber hinaus Uben wahrscheinlich sowohl die Toxizitét
als auch die Nahrungsknappheit einen erheblichen Stress auf die in CA, EA und LA lebenden
Fische aus, der auch die Gehirnentwicklung beeinflussen kann. Ubereinstimmend wurde auch
bei O. tshawytscha (Kihslinger & Nevitt, 2006) gezeigt, dass Stress aufgrund hoher
Populationsdichte oder Hypoxie zu einem verminderten Gehirnwachstum, bei Hemichromis
bimaculatus (Burgess & Coss, 1981) zu einem verminderten dendritischen Wachstum des
optischen Tektums oder zu kleineren Gehirnen bei Mormyriden (Chapman & Hulen, 2001)
fuhrt. Bei Ratten und Singvogeln fuhrt die Nahrungsbeschrénkung wéhrend der
ontogenetischen Entwicklung zu einer Verringerung des Nervenwachstums und einer
Verringerung der GroRe der Gehirnkerne (Buchanan, et al., 2004; Mirescu, et al., 2004).
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Insgesamt verringerte sich die GroRe des optischen Tektums und die gesamte Gehirngrofe in
Fischen aus EA, CA und LA, welche sich aus einer Kombination von weniger visuellen
Informationen, die das Wachstum und / oder die Aufrechterhaltung des Tektums beeinflussen
ergeben konnte, sowie durch energetische Einschrankungen, die durch die H,S-Entgiftung
und erhohtem Stress in Form von Toxizitat und Nahrungsbeschrankung entstehen. In diesem
Teil der Studie zeigten P. Mexicana Ménnchen vergrolierte optische Tekta, Corpus cerebelli
und Gesamthirnvolumina. GrolRere Hirne bei Mé&nnchen wurden auch fur die Stichlinge
gezeigt (Kotrschal, et al., 2012a) und durch eine héhere kognitive Anforderung aufgrund von
Partnerattraktion und ménnlicher Brutpflege erklart. In P. mexicana weisen weder Mannchen
noch Weibchen eine Brutpflege nach der Geburt auf, sondern zeigen andere
Verhaltensunterschiede und unterschiedliche zeitliche Zuordnungen zwischen Ménnchen und
Weibchen, die fiur die Gewinnung von Partnern, die Aggressivitait oder das
Futtersuchverhalten identifiziert wurden (Parzefall, 2001; Plath & Tobler, 2010; Kéhler, et al.,
2011; Bierbach, et al., 2012), welche diese geschlechtsabhdngigen Unterschiede in der
GehirngroRe erklaren konnen. Kotrschal, et al. (2012b) haben neben intrinsischen
Geschlechtsunterschieden auch gezeigt, dass die Variation der Gehirngrofle eine
geschlechtsspezifische plastische Komponente hat. Z. B. besaRen die Mannchen bei Guppies,
die in gleichgeschlechtlichen Gruppen aufgezogen wurden, ein kleineres Gehirn und die
Weibchen ein groReres optisches Tekta als das jeweilige Geschlecht in
gemischtgeschlechtlichen Gruppen. Die erste Studie ergab, dass der Umweltfaktor H,S zu
morphologisch unterschiedlichen Gehirntypen fuhrte, was darauf hinweist, dass Gehirne in
Reaktion auf die jeweiligen Umweltbedingungen plastisch sind. Eifert, et al. (2014) sagten ein
hohes MaR an phanotypischer Plastizitat in Bezug auf GrofRe und Form des Gehirns bei
freilebenden Populationen sowie bei im Labor aufgezogenen P. mexicana voraus. Von
Kotrschal, et al. (2013) wurden fiir die Untersuchung der grofRen und kleinen Gehirngréfie im
Verhéltnis zur Korpergrolle Guppies (Poecilia reticulata) selektiv geziichtet. Dabei stellten
sie fest, dass sich die Gehirngrofle als Reaktion auf divergierende Selektion schnell

entwickelte.

Wenn auch unregelmaBig, wurden in den telenzephalen Lappen, im optischen
Tektum und im Gesamthirnvolumen geschlechtsspezifische Unterschiede fur P. mexicana in
der ersten Studie (Eifert, et al., 2014) gefunden, jedoch nicht fur Hypothalamus und Corpus

cerebelli. Verhaltens- und hormonelle Unterschiede zwischen méannlichen und weiblichen
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P. mexicana (Parzefall, 2001; Plath & Tobler, 2010) erklaren diese geschlechtsabhéngigen
Unterschiede in der Gehirnmorphologie (Kotrschal, et al., 2012a; Kotrschal, et al., 2012b).
Kleine Molly-Mannchen, die in Habitaten nahe an der Oberflache leben, sind laut Plath, et al.
(2004) in der Regel sexuell aktiver als groRBe. Zudem korreliert die Korpergrofle des
Ménnchens signifikant positiv mit der Haufigkeit sexuellen Verhaltens (Plath, et al., 2004).
Wahrend die meisten Studien zur vergleichenden Anatomie Unterschiede zwischen Arten
untersuchen, lieferte die erste sowie die zweite Studie einen Vergleich der Populationen von
Poeciliiden und zeigte auf, dass sie genetisch zu homogen sind, um die Vielfalt der sehr
unterschiedlichen Gehirnmorphologien zu erklaren. In Eifert, et al. (2014) zeigte sich, dass
die Vererbbarkeit fiir jeden Hirnbereich zu gering ist und nur die AugengrofRe signifikant
vererbbar war. Ein Trend war jedoch erkennbar. Plath, et al. (2013) untersuchte die
Mechanismen der reproduktiven Isolierung in den drei Flusssystemen bei Poeciliiden Fischen,
welche in sulfidischen und nicht-sulfidischen Habitaten leben. Sie stellten die Frage, ob sich
die reproduktive Isolierung auch konvergierend entwickelt hat, weil Fische aus sulfidischen
Habitaten konvergierende Phanotypen entwickelt haben. Durch die Anwendung von
Mikrosatelliten fanden sie einen stark verringerten Genfluss zwischen benachbarten
Populationen verschiedener Okotypen. Dies deutet darauf hin, dass die lokale Anpassung an
sulfidische Lebensrdume erneut die Entstehung einer reproduktiven Isolierung zur Folge hatte
(Plath, et al., 2013).

3.1 Gibt es konvergente Anpassungen in der Gehirnmorphologie bei

verschiedenen nahe verwandten Arten?

In allen drei Flusssystemen (Kap. 2.2.3) besteht eine genetische Differenzierung zwischen
beiden Okotypen (Schulz-Mirbach, et al., 2016). Es gibt Okotypen (sulfidisch vs. nicht-
sulfidisch), die im Rio Pichucalco noch starker und im Rio Puyacatengo am schwachsten sind.
Im Tacotalpa- und Pichucalco-System und im Rio Puyacatengo wurde eine vollstandige
reproduktive Isolierung zwischen den lokal angepassten P.mexicana-Populationen
beobachtet. Es gab jedoch einen bidirektionalen Genfluss zwischen den verschiedenen
Lebensrdumen (Dipl. Arbeit: Slattery, 2012). Bei P.mexicana (Tac-S und Puy-S) und
P. sulphuraria (Pich-S) aus sulfidischen Lebensrdumen wurden starke Hinweise auf eine
konvergente Anpassung der plastischen Hirnmorphologie fir optische Tekta und Corpus

cerebelli verifiziert. Kocher, et al. (1993) postulierten zum Beispiel hochgradig abgeleitete
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Morphologien bei Arten von Buntbarschen in den Seen Ostafrikas. Sie legen nahe, dass die
Ahnlichkeiten dieser Cichliden aus einer alten Abstammungslinie stammen, die die wichtige
Implikation fur das Verstdndnis des Musters der morphologischen und auch der
Verhaltensentwicklung bei Cichliden zeigt. Die erste Studie sowie eine weitere Studie von
Burns, et al. (2009) zeigen bei P. mexicana einen hohen Grad an phénotypischer Plastizitét in
der Gehirnmorphologie. Aufgrund dieser Tatsache ist die Plastizitat des Gehirns ein guter
Indikator fir die Wirkung des Selektionsfaktors H,S in freilebenden Populationen.
Vorausgesagt wurde, dass H,S und die Kkorrelierte Hypoxie zu einer Verringerung der
GehirngroRe fuhrt (Chapman & Hulen, 2001; Crispo & Chapman, 2010), was mit der Theorie
der metabolischen Erhaltungskosten von Gehirngewebe Ubereinstimmt (Isler & van Schaik,
2006). Die Ergebnisse zeigen, dass bei Fischen aus sulfidischen Lebensraumen kein
reduziertes Gesamtgehirnvolumen gefunden wurde. Tobler, et al. (2011) zeigten, dass Kopf-
und KiemengroRe in sulfidischen Lebensrdumen zunehmen. VergroRerte Kopfe und damit
verbundene vergrofierte Kiemen verbessern, aufgrund der erhohten
Oberflachenbeschaffenheit der Kiemenfilamente, die Sauerstoffaufnahme in einem
sauerstoffarmen Lebensraum. Mollies aus schwefelhaltigen Habitaten (Tac-S, Puy-S) hatten
vergrolRerte telenzephale Lappen (mit Ausnahme der endemischen Spezies P. sulphuraria;
Pich-S), was durch den chemischen Eintrag in den Riechnerv und den Riechkolben erkléart
werden konnte, die die telenzephalen Lappen kreuzen. Die erste Studie (Eifert, et al., 2014)
zeigt, dass Riechkolben in H,S-adaptierten P. mexicana etwas vergrofRert sind. Der zweite
Teil dieser Studie zeigte reduzierte optische Tekta, die auf eine energiesparende Nutzung in
ressourcenbeschrénkten sulfidischen Lebensrdumen hindeuten (Schulz-Mirbach, et al., 2016).
Aufgrund der Tribung des Wassers tritt der visuelle Sinn in den Hintergrund, was mit einer
Reduzierung anderer visueller Bereiche einhergeht. Die AugengréRe war bei P. mexicana und
P. sulphuraria reduziert. Eine reduzierte Augengrof3e in P. mexicana wurde auch von Tobler,
et al. (2011) postuliert, was mit der reduzierten Opsin-Genexpression Ubereinstimmt. In
Eifert, et al. (2014) zeigten sich bereits Hinweise darauf, dass bei Schwefelfischen
(P. mexicana) reduzierte optische Tekta und Augen vorhanden sind, was durch die hier
vorgestellten Ergebnisse erneut bestatigt werden kann. Schwefelfische hatten einen
vergrolRerten Corpus cerebelli, von dem vorhergesagt wurde, dass er bei Fischen aus

schwefelhaltigen Habitaten (Tac-S, Puy-S, Pich-S) zunimmt.
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Das Kleinhirn verarbeitet hauptséchlich Informationen aus allen Gehirnbereichen
und ist fur die motorische Koordination und die Augenbewegung verantwortlich. Der zweite
Teil dieser Studie zeigte vergroRerte Corpus cerebelli in Fischen aus sulfidischen Habitaten,
aber auch in Hohlenfischen des Cueva del Azufre-Systems im Rio Tacotalpa (siehe Studie 1).
Schwimmverhalten und -wahrnehmung missen an jeden Lebensraum angepasst werden, was
bedeutet, dass Fische aus sulfidischen Lebensraumen schneller auf duRere Einfliisse reagieren,
weil Raubtiere aufgrund der Tribung von Weitem nicht erkennbar sind und dadurch die
Uberlebenswahrscheinlichkeit in extreme Lebensraume steigt. Auch die Nahrungssuche
konnte teurer sein und erfordert somit (mit olfaktorischer und lateraler Seitenlinienanpassung)
ein erweitertes Schwimmverhalten (konnte evtl. durch mehr Muskeln ausgeglichen werden),
da die Nahrung nicht sofort erkennbar oder wahrnehmbar ist und die Vorteile einer erhéhten
GehirngroRe die damit verbundenen Kosten tberwiegen mussen (Aiello & Wheele, 1995;
Atwell & Laughlin, 2001; Kotrschal, et al., 2013). Auch eine Studie von van Staaden, et al.
(1995), in dem sie die Hirnmorphologie von Cichliden Arten aus den ostafrikanischen Seen
und Madagaskar analysierten, zeigt ahnliche Unterschiede in der Form der Hirnstrukturen
(Sehen, Riechverhalten und die laterale Seitenlinie); die grofiten Unterschiede wurden fir das
Telenzephalon beobachtet. Eine kirzlich durchgefuhrte Studie (Kihslinger & Nevitt, 2006)
zeigte, dass bei Lachsen (Oncorhynchus mykiss) die Verlagerung zu einer groeren Klein-
hirngroRe wiederum mit Verénderungen des Bewegungsverhaltens einherging, indem die
Habitat-Heterogenitat gedndert wurde. Hierbei wurden nur wenige Steine in das Aquarium
eingebracht. Das Bewegungsverhalten ist stark mit der Funktion des Kleinhirns korreliert.
Weitere Studien an Goldfischen (Carassius auratus: Duran, et al., 2004; Rodriguez, et al.,
2005) zeigte, dass das Schwimmverhalten / die Schwimmbewegungen nach der Kleinhirnla-
sion eingeschrankt sind und es fir den Fisch praktisch unmdglich ist zu schwimmen. Die
Ergebnisse (raumliches Erkennen) von Duran, et al. (2004) & Rodriguez, et al. (2005) haben
ebenfalls gezeigt, dass die Ablation des Kleinhirns bei Goldfischen eine kritische Komponen-
te der Schaltkreise beeinflusst, die flr die Erfassung der konditionierten Reaktion erforderlich
sind, jedoch die Fahigkeit des Tieres — die Reaktion selbst auszufiihren — nicht beeintrachtigt
(129; 130). Das Kleinhirn spielt eine wichtige Rolle bei der Steuerung und Koordination von
Bewegungen. Bewegungen entstehen, weil Tiere sich bewegende Objekte verfolgen mdissen.
Das erhohte Volumen von Corpus cerebelli in Fischen aus sulfidischen Habitaten kdnnte auch
durch den erhohten Informationsfluss des Seitenlinienorgans erklért werden (Butler & Hodos,
2005). Bei Knochenfischen wurde mehrmals Uber elektrische Reaktionen des Kleinhirns
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durch Input von visuellen, olfaktorischen, lateralen und auditorischen Systemen berichtet
(Butler & Hodos, 2005).

3.2 Wiederholte (*'konvergente') anatomische Veranderungen des Gehirns

bei Poecilia vivipara

In Kap. 2.3 wurde untersucht, ob wiederholte ("konvergente") anatomische Veranderungen
des Gehirns auch bei P. vivipara-Populationen auftreten, die sich an abiotische und biotische
Faktoren, wie dem Salzgehalt im Wasser (von Konzentrationen von weniger als 1 %o bis iiber
35 %o), Nitratgehalt, Phosphat, Wassertransparenz  (basierend auf Clorophyll-a-
Konzentrationen) und Pradationsrisiko (niedrig / hoch; Tabelle 8) angepasst haben. Die
Plastizitat des Gehirns bezieht sich — wie ausfuhrlich erldutert — auf die Fahigkeit, Struktur
und Funktionen zu &ndern, die durch Erfahrungen ausgeldst wurden. Die Erfahrungen stellen
einen wesentlichen Stimulanzfaktor fur die Plastizitdt des Gehirns dar (Verénderung der
Habitat-Heterogenitat beeinflusst die GehirngroBe von im Labor aufgezogenen Guppies:
Burns & Rodd, 2008; Burns, et al., 2009; beeinflusst die Gehirngrélie bei Stichlingen nicht:
Toli, et al., 2017). Die erste und zweite Studie wies darauf hin, dass Unterschiede in der
GehirngroRe bei freilebenden P. mexicana (Eifert, et al., 2014), aber auch bei Stichlingen und
Guppies (Gonda, et al., 2011; Gonda, et al., 2012) durch Plastizitéat in der Umwelt verursacht
werden. Hofmann, et al. (2003), Gonda, et al. (2009a, b) & Kotrschal, et al. (2012b)
postulierten, dass das Gehirn ein hochplastisches Organ ist, das sich schnell an die Umgebung
anpassen kann (4; 63; 5). Pollen, et al. (2007) haben an ostafrikanischen Cichliden
dokumentiert, dass die Komplexitat der Umwelt und auch die soziale Organisation das Gehirn
unterschiedlich formen, wobei Umweltfaktoren einen stérkeren Einfluss auf eine Reihe von
Gehirnbereichen haben. Dartiber hinaus berichtete Northcutt (2002), dass die GrolRen von
Gehirn und Korper hoch geordnet sind, wobei ,,die GehirngroBe mit der KorpergroRe
zunimmt®. Studien zur Korperform erlauben es, Anpassungsprozesse zu analysieren, da die
Korperform die Fortbewegungseffizienz und folglich die Erndhrung und Ausweichmanodver
beeinflussen (Neves & Monteiro, 2003). Auffallig war, dass der in der Regel im Brackwasser
lebende Fisch P. vivipara in Salzwasserlagunen mit Salzkonzentrationen tiber 35 %o vermehrt
auftrat. Populationen in den Brackwasserlagunen (38,45 mm; Carapebus, Preta, Garcas,
Piripiri) waren groRer als Fische in Salzwasserlagunen (31,97 mm3; Catingosa, Pitanga, Maria

Menina). Die kleinsten Fische stammen aus Frischwasserlagunen (27,25 mm; Cabiunas und
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Encantada). Kleinere Korpergrofien in SifRwasser als in Salzwasser stimmen mit anderen
Studien Uberein (Trexler & Travis, 1990), da der Salzgehalt auch fur die Erhéhung der
Wachstumshormonkonzentrationen (Deane & Woo, 2009) und die Effizienz des
Stoffwechsels verantwortlich ist (Haney & Walsh, 2003). Ein weiterer Erklarungsansatz
konnte darin bestehen, dass in Salzwasserlagunen keine Pradatoren (Fische) vorhanden waren
(Aradjo, et al., 2014), was wiederum ein weitaus geringeres oder gar kein Pradationsrisiko,
aber eine hohere Populationsdichte bedeutet. Trexler & Travis (1990) dokumentierten in
einem Freilandversuch, dass P. latipinna-Populationen im Salzwasser signifikant schneller
wuchsen und groRere KorpergroRen erreichten als ihre Artgenossen im SifRwasser. Aradjo, et
al. (2014) stellten eine direkte Assoziation der mittleren KorpergroRe mit einem
Salzgehaltsgradienten fest, und auch andere Adult-GroBen wie Fruchtbarkeit und
NachkommensgrofRe korrelieren. Unter den Populationen stellten Aradjo, et al (2014) eine
erhebliche Variation der KorpergrofRe und korrelierte Formanderungen fest. Dies legt nahe,
dass die GroRe die wichtigste Dimension darstellt, die der Variation der Form unter den
Populationen von P. vivipara in diesem System zugrunde liegt. Araujo, et al. (2014) weisen
auf einen Kompromiss bei KdérpergroRenschwankungen zwischen Salzgehalt und
Préadationsrisiko hin, obwohl Trexler (1989) auch Einflisse auf den Stoffwechsel in Betracht
zieht (146). Der Mechanismus, der nicht-selektive GroRenschwankungen verursacht, ist
jedoch nicht klar (Aradjo, et al., 2014).

Es ist ein nutzlicher Ansatz, den Salzgehalt des Wassers als relevanten Faktor flr die
Plastizitat des Gehirns zu beobachten, da davon ausgegangen wird, dass der Salzgehalt die
Artenverteilung sowie Komponenten der Fitness und Fitnessmerkmale, wie Verhalten,
Wachstumsrate oder auch Lebenszyklusmerkmale beeinflusst (Torres-Dowdall, et al., 2013).
Die Ergebnisse zeigen, dass verschiedene Umweltfaktoren die Variationen der
Gehirnregionen in P. vivipara beeinflussen kénnen, was eine signifikante plastische Reaktion
auf physiochemische Variationen in seiner Umgebung zeigt. Die GroRRendivergenz fir das
gesamte Gehirn (Riechkolben, telenzephale Lappen, optisches Tektum, Corpus cerebelli und
Hypothalamus) und fur die gesamte Gehirngrofie konnte entlang eines Salzgehaltsgradienten
beobachtet werden und zeigte enthaltene Geschlechtsunterschiede. Insgesamt hatten
Weibchen aus allen Lagunen ein kleineres Gehirn als Mannchen. Telenzephale Lappen
empfangen olfaktorische und geschmackliche Informationen (Bshary, et al., 2014) und sie

sind an der assoziativen Verarbeitung von Signalen aus sich &ndernden Umgebungen
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beteiligt. Die Ergebnisse zeigten, dass die telenzephalen Lappen negativ mit den
Habitatmessungen korreliert sind, aber positiv mit dem Prédationsrisiko. Daher ist zu
schlussfolgern, dass die VergroRerung einen kognitiven Vorteil mit sich bringt, der auch die
Leistung im Zusammenhang mit Raubtieren bei hohem Prédationsrisiko verbessert
(Kotrschal, et al., 2017). Die Abnahme des Volumens der telenzephalen Lappen entlang der
Brackwasserlagunen konnte von den Salzkonzentrationen abh&ngen, die die Wassertriibung
erhohen. Pollen, et al. (2007) erwéhnte, das dieser Hirnbereich mit sozialen Faktoren
korreliert (70). Die Kombination eines abiotischen Stressors und der Populationsdichte kdnnte
eine Erklarung liefern. Die hochste Populationssdichte wiesen die Salzwasserlagunen mit
Salzkonzentrationen tber 35 %o auf. Populationen von Brackwasserlagunen zeigen im Gegen-
satz dazu eine VergrolRerung der telenzephalen Lappen, moglicherweise zur Verbesserung der
nicht-visuellen Sinne. Pollen, et al. (2007) bestéatigten (mit der Annahme, dass diese
Populationen eine Verarbeitung sensorischer Informationen und kognitiver Fahigkeiten fur
Navigation, Paarung und Lernen hoherer Ordnung bendtigen), dass die GroRe des
Telenzephalons positiv. mit stark strukturierten Lebensrdumen Kkorreliert (70). Der
Riechkolben spielt wieder eine Rolle bei der Wahrnehmung von Geriichen (chemische Reize
nachweisen: z. B. pelagische Haie: Lisney & Collin, 2006) und hat in Organismen scheinbar
vergroferte GroRen. Variationen dieser Hirnregion werden im Allgemeinen durch Lichteinfall
(Hohle, in der P.mexicana lebt: Eifert, et al., 2014) sowie durch den Nahrungstyp
(ostafrikanische Cichliden: Huber, et al., 1997) bestimmt. Pollen, et al. (2007) fanden zudem
heraus, dass Medulla und Riechkolben negativ mit den Habitatmessungen korrelieren. Das
Kleinhirn ist fur die motorische Koordination und Korperorientierung verantwortlich
(Broglio, et al., 2003; Butler & Hodos, 2005; Kotrschal, et al., 1998). Es kdnnte daher in
triiben Gewassern eine wichtige Rolle spielen, um Bewegungen zu koordinieren und
Raubtieren durch Mechanosenstation vorzubeugen (Riesch, et al., 2010; Tobler, 2009). Meine
Erwartungen hierzu wurden bestatigt, da das Corpus cerebelli-Volumen positiv mit den
Habitatmessungen (Kovariaten und Wassertribung) korreliert. Dariiber hinaus korrelierte die
Gesamthirn- und Kleinhirngréf3e sogar positiv mit der Artenzahl und der individuellen Anzahl
(Pollen, et al., 2007), was wiederum mit der Komplexitat des Lebensraums korreliert. Die
vergrofRerten Corpus cerebelli-GroRen konnten auf diesen Zusammenhang zurickzufihren

sein.
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Fur Populationen die aus Salzwasserlagunen mit geringer Wassertransparenz und
hohem Pradationsrisiko stammen, lauteten die Vorhersagen, dass das optische Tektum und die
Augen reduziert werden sollten, da eine zunehmende Salzkonzentration die Wassertribung
beeinflussen (Habitatstruktur: Hollanda-Carvalho, et al., 2003; physikalisch-chemische
Eigenschaften von Wasser: Gomes Jr. & Monteiro, 2008; Nitrifikation: Santoro & Enrich-
Prast, 2009). Das optische Tektum zeigt zugegebenermalien signifikante Unterschiede in der
Volumengrolie entlang der Brackwasserlagunen (Carapebus, Garcas, Preta, Piripiri), wobei
die Analyse dieser Bereiche ergab, dass das optische Tektum die groRere sensorische
Gehirnstruktur im Vergleich zum Riechkolbenvolumen darstellt und einen Hinweis auf die
sensorische Orientierung gibt. Die Erwartungen wurden bestétigt, da die Grol3e des optischen
Tektums und der Augen entlang der Standorte abnimmt. Das optische Tektum als visuelles
Zentrum und die Augen sind wichtig fur die sensomotorische Integration und werden in
Fischen aus Salzwasserlagunen reduziert, wenn man bedenkt, dass eine Erhoéhung des
Salzgehalts die Wassertribung erhoht. Die Vorhersage lautete, dass in Populationen aus
Salzwasserlagunen mit geringer Wassertransparenz ein grofRerer Hypothalamus vorliegen
sollte, da der Salzgehalt auch fur die Erhoéhung der Wachstumshormonkonzentrationen
(Deane & Woo, 2009) und die Effizienz des Stoffwechsels verantwortlich ist (Haney &
Walsh, 2003). Ein vergroRerter Hypothalamus ist ein Kontrollzentrum flr vegetative
Funktionen wie Homd@ostase, Nahrungssuche, Verteidigung und sexuelles Verhalten. Es
konnten aber keine Hinweise auf eine Volumenanderung gefunden werden. Aus diesem
Grund ist davon auszugehen, dass die GroRenunterschiede auf sexuellen Dimorphismus
zuriickzufuhren sind. Pollen, et al. (2007) dokumentierten, dass der Hypothalamus vergréRert
erscheint, wenn sich die Mé&nnchen der Art polygam paaren und Poecilia keine Brutpflege
leistet. Aufgrund der energetischen Konsequenzen, welche durch den Salzgehalt als Treiber
fiir die phénotypische Vielfalt und Reduzierung der GesamtkorpergroRe entstehen sowie der
Senkung der Energiekosten bei der Osmoregulation (Boeuf & Payan, 2001) lautete die
Vorhersage fur Fische aus Salzwasserlagunen mit geringer Wassertransparenz, dass kleinere
Gehirne und groRere Kopfe (Limia: Weaver, et al., 2016) entwickelt werden konnten.
Aufgrund der Tatsache, dass Fische aus Salzwasserlagunen wesentlich kleiner sind, kénnten

die Ergebnisse einer kleineren Gehirngrolie diesen Zusammenhang herstellen.

Mannchen zeigten in allen Hirnregionen konstant deutlich groflere Volumen; gesamte
Hirngrolie wie auch Augen- und KopfgroRRe. Identische Ergebnisse wurden in anderen Studien
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bei Stichlingen (Kotrschal, et al., 2012a) und P. mexicana (Eifert, et al., 2014) berichtet und
dem sexuellen Dimorphismus zugeschrieben. Kotrschal, et al. (2012a) verwiesen die
Entdeckung groRierer GehirngrofRen bei Mannchen einerseits auf allgemein unterschiedliche
Selektionsdriicke, die auf die Geschlechter einwirken und andererseits auf die Forderung nach
grolleren kognitiven Fahigkeiten fur die Anziehung von Partnern und die Versorgung

uniparenter Brut.

Zusammenfassend hat diese Studie gezeigt, dass die Verdnderung von
Umweltparametern bemerkenswerte Veranderungen der Gehirn- und Koérpermorphologie bei
P. vivipara-Populationen zur Folge hat. Salzgehalt, Wassertransparenz (hoher / niedriger
Chlorophyll-a), Phosphatgehalt, Pradationsrisiko innervieren komplexe Wechselwirkungen
und massen fur weitere Studien berticksichtigt werden, um verl&ssliche Aussagen Uber

morphologische Veranderungen in Hirnarealen von freilebenden Tieren treffen zu kdnnen.
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4. Schlussfolgerung und Erkenntnisgewinn

AbschlieBend ist mir bewusst, dass das Studiendesign aller drei Studien nur empfindlich auf
Unterschiede in der Morphologie des duleren Gehirns reagiert (&hnlich wie Studien an
Cichliden (Pollen, et al., 2007) und Guppies (Kotrschal, et al., 2012a; Kotrschal, et al.,
2012b). Die feineren Unterschiede in der Gehirnmorphologie und -struktur sind

maoglicherweise unbemerkt geblieben.

Die freilebende Fische von P. mexicana, P. sulphuraria, P. petenensis, P. vivipara zeigten
ausgepragte Unterschiede im Volumen der Hirnregionen. Dies scheint zu den
Rahmenbedingungen der Mosaik-Evolution zu passen. Die Analyse von Laborpopulationen
(P. mexicana) jedoch ergab zur Vererbbarkeit im breiteren Sinne einen hohen Grad an

phénotypischer Plastizitat. Meine Studien zu verschiedenen Okotypen von Poeciliiden

a) unterstreichen die Notwendigkeit intraspezifischer Studien zur Gehirnentwicklung, zur
Untersuchung der Variabilitat des Gehirns in freilebenden Fischen und vergleicht die
Ergebnisse mit denen von im Labor geziichteten Individuen, um Schéatzungen der

Erblichkeit fir vermutete evolutionare Veranderungen zu erhalten.

b) liefern zusitzliche Einblicke in die Auswirkungen des Faktors ,,Licht* und den
Okologischen Faktoren (H,S, Salinitdt, Wassertransparenz, Phosphat, Nitrat,
Préadation) flr die ontogenetische Entwicklung von GehirngroBe und -architektur in
Poeciliiden. Sie zeigt bemerkenswerte mosaikartige Verschiebungen auf, die flr

zukunftige Studien berticksichtigt werden sollten.
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