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1. Einleitung 

1.1 Bedeutung der Fischzucht in der Aquakultur 

Die Fischproduktion in der Aquakultur hat in den letzten zehn Jahren massiv an Bedeutung 

gewonnen. Die stark gestiegene Nachfrage nach qualitativ hochwertigem Fisch und 

Fischprodukten resultiert aus einer stetig wachsenden Weltbevölkerung und dem damit 

verbundenen gesteigerten Bedarf an Nahrungsmitteln sowie einer zunehmenden Popularität 

von qualitativ hochwertigem Fisch vor allem in Schwellenländern und den westlichen 

Industrieländern. Die Überfischung vieler natürlicher Bestände hat jedoch weltweit zu 

stagnierenden Mengen an Fangfisch verbunden mit einer langfristigen Verringerung der 

Biodiversität geführt. Um den zunehmenden Bedarf auch zukünftig decken zu können, ist 

eine nachhaltige Zucht von Speisefischen in regionalen Aquakulturen unumgänglich.  

Derzeit stammen etwa 46 % der weltweit erzeugten Fischproduktion aus Aquakulturen 

(FAO 2010). Vor allem Süßwasserfische, Weichtiere, Krebstiere und diadrome
1
 

Wanderfische werden zur Zucht eingesetzt. In Deutschland dominieren vorzugsweise die zur 

Familie der Cyprinidae gehörenden Karpfen (Cyprinus carpio) und die der Familie der 

Salmonidae zuzuordnenden Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss; Walbaum, 1792) den 

Besatz (BRAEMICK 2012). Im Jahr 2010 wurden in Deutschland in 96 % der mit Salmoniden 

besetzten Betriebe Forellen gezüchtet, was eine Ertragsmenge von ca. 22.000 t ausmacht 

(GALL et al. 2011). Forellen favorisieren vor allem unbelastetes, ganzjährig sauerstoffreiches 

und sommerkühles Wasser und werden daher hauptsächlich in Kaltwasseranlagen gehalten 

(BRAEMICK 2012). Obwohl die Verwendung standortangepasster Zuchtlinien eine etablierte 

Methode in der Aquakultur ist, wird in vielen Aquakulturbetrieben in Deutschland 

importierter Regenbogenforellenlaich verwendet. Er ist ganzjährig verfügbar und ein 

beständiger Forellenabsatz ist somit gewährleistet. Allerdings sind Importforellen nicht an 

regionale Umweltbedingungen angepasst. Insbesondere Umweltfaktoren wie schwankende 

Temperaturen und Wasserqualitäten sowie veränderte Keimspektren führen zu erhöhtem 

Stress und machen die Fische damit anfälliger für Infektionen, was zu hohen Verlustraten 

führen kann (MEYER 1991). Durch den Einsatz von Medikamenten und Vakzinen wird daher 

international versucht, Krankheiten entgegenzuwirken. In Deutschland ist aktuell nur ein 

Fischimpfstoff zugelassen (Bundesanzeiger-Veröffentlichung Nr. 369 vom 08.02.2012; 

Fundstelle BAnz AT 08.05.2012 B2). Er findet Anwendung gegen den Erreger der 

Rotmaulseuche Yersinia ruckeri bei Regenbogenforellen. Aufgrund der massiven 

                                                 
1
 Fische, die zum Laichen das Gewässer wechseln 
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Nebenwirkungen der meisten Fischarzneimittel für Fisch und Umwelt stellt der 

Medikamenteneinsatz in der Fischzucht keine Lösung dar. Der Vorteil regionaler, über 

Langzeitselektion erzeugter Zuchtlinien, liegt in ihrer genetisch determinierten und 

verbesserten Adaptation an die vorherrschenden Umweltbedingungen. Daraus resultieren 

stabile Wachstumsraten bei gleichzeitig geringen Verlusten, was sich in einer hohen 

Produktivität und Produktqualität widerspiegelt. Die Erzeugung und Verwendung robuster 

Zuchtlinien ist daher eine nachhaltige und zukunftsorientierte Lösung, um eine stabile 

Fischzucht in Aquakulturanlagen gewährleisten zu können.  

 

1.2 Anforderungen an robuste Fischlinien in der Aquakultur 

Die Zucht in der Aquakultur stellt besondere Herausforderungen an den verwendeten 

Fischbestand. In Becken- oder Teichanlagen wirkt eine Vielzahl biotischer und abiotischer 

Stressoren auf den Besatz. Neben Haltungsparametern wie Besatzdichte, Transport und dem 

allgemeinen Umgang mit den Fischen können vor allem die Parameter Wasserqualität, 

Temperatur und Infektionsdruck zu Stress führen und spielen daher für den Zuchterfolg eine 

entscheidende Rolle (OVERLI et al. 2005; PICKERING 1993). 

Stress ist nach SELYE (1950) definiert als der veränderte Zustand eines Organismus, der 

durch die auf ihn einwirkenden Reize entsteht. Daraus resultieren Veränderungen der Körper-

Homöostase. Um das physiologische Gleichgewicht wieder herzustellen, kommen 

verschiedene kompensatorische Mittel zum Einsatz (EVANS 2010; SELYE 1950). Stress ist 

demnach der Zustand einer bedrohten Homöostase, die als Reaktion auf den Stressor durch 

komplexe adaptive Prozesse aufrechterhalten wird (CHROUSOS 1998). Die Fähigkeit zur 

Ausbildung einer adäquaten Stressantwort ist somit essenziell für das Überleben von 

Organismen und zeigt dabei inter- und intraspezifische Variationen (HOCHACHKA et al. 2002). 

Es werden verschiedene Stufen der klassischen Stressantwort unterschieden, die in ihren 

grundlegenden Abläufen bei Fischen und höheren Vertebraten übereinstimmen (MAZEAUD et 

al. 1977; PICKERING 1981; PORTZ 2006; WEDEMEYER and MCLEAY 1981; WENDELAAR 

BONGA 1997). Im Allgemeinen kommt es zunächst zu einer kurzen Aktivphase. Auf diese 

folgen Veränderungen der körpereigenen Systeme, um die Stressantwort unter Kontrolle zu 

halten, und so die im belasteten Organismus beschleunigte Ausbreitung von 

Entzündungsherden zu verhindern. 

Generell kann die Reaktion von Fischen auf Stressoren als das Zusammenspiel dreier 

Bereiche betrachtet werden. Die (a) primäre Stressantwort beinhaltet die schnelle 
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neuroendokrine Ausschüttung von Stresshormonen vor allem durch die Kopfniere der Fische. 

Dabei werden die cromaffinen Zellen des Nebennierenmarks über nervale Reizweiterleitung 

zur Sezernierung von Catecholaminen wie Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin angeregt 

(RANDALL and PERRY 1992; REID et al. 1998). Zusätzlich vermittelt die HPA-Achse (im 

Mensch: Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse) unter anderem über das 

Hypophysehormon Adrenocorticotropin (ACTH) die Abgabe des Cortikosteroids Cortisol in 

den Kreislauf (LEATHERLAND et al. 2010; OVERLI et al. 2007; WENDELAAR BONGA 1997). 

Cortisol seinerseits wirkt durch negative Rückkopplung auf die Sekretion des ACTHs. Die (b) 

sekundäre Stressantwort von Fischen beinhaltet eine Reihe biochemischer und 

physiologischer Veränderungen, die hauptsächlich als Folge der hormonellen primären 

Reaktion vermittelt werden (ALURU and VIJAYAN 2009; RANDALL and PERRY 1992; VIJAYAN 

et al. 1994a). Dazu gehören u. a. die Anpassung des Stoffwechsels, der Respiration, des 

Säure-Basen- und des Ionenhaushalts sowie der Immunantwort. Es kommt zu einer 

Veränderung der biochemischen und zellulären Blutzusammensetzung (u.a. Ionen-, 

Metabolitkonzentration) sowie daraus resultierenden Gewebsalterationen, wie z.B. dem 

Anschwellen und Verfärben der Milz. In Studien an dem Weißkehlmaulbrüter (Oreochromis 

mossambicus) sowie der Regenbogenforelle wurde nachgewiesen, dass die Stresshormone 

Adrenalin und Cortisol die Glukoseproduktion fördern, um den gesteigerten Energiebedarf zu 

decken (VIJAYAN et al. 1994b; VIJAYAN et al. 1997). In der Leber kommt es vermehrt zu 

Glykogenolyse und/oder Glukoneogenese (WENDELAAR BONGA 1997). Daher gilt die 

Erhöhung der Glukose-Konzentration im Plasma als metabolischer Indikator für Stress. 

Zusätzlich kommt es zur Ausschüttung von Stressproteinen (SPs), in Anlehnung an ihre 

ursprüngliche Entdeckung auch als Hitzeschock-Proteine (HSPs) bezeichnet. Sie wurden in 

allen bisher berücksichtigten Organismen nachgewiesen (FEDER and HOFMANN 1999; 

HOFMANN 2005). Sind Fische Stressoren langfristig ausgesetzt oder können sie die daraus 

resultierenden Anforderungen nicht (mehr) bewältigen, kann eine Verringerung des 

Wachstums, eine höhere Infektionsanfälligkeit oder auch eine reduzierte 

Reproduktionsfähigkeit die Folge sein, was im Allgemeinen als (c) tertiäre Stressantwort 

bezeichnet wird.  

Auf zellulärer Ebene führt die Belastung durch einen Stressor üblicherweise zu 

Veränderungen oder Beschädigungen von Proteinen, DNA oder anderen wichtigen 

Makromolekülen. KÜLTZ et al.. (2005) definiert ein organismenübergreifendes relevantes 

Proteom, welches als Reaktion zum Einsatz kommt. Dieses umfasst unter anderem 

redoxsensible Proteine (z.B. die Aldosereduktase und die Glycerin-3-phosphat-



Einleitung 

4 

Dehydrogenase); Proteine, die Schäden wahrnehmen, reparieren und minimieren (molekulare 

Chaperone wie HSPs; DNA-Reparationsproteine wie MutS/L); sowie Proteine des 

allgemeinen Energiestoffwechsels (z.B. die Citrat-Synthase und die Enolase) (KÜLTZ 2005). 

Die zelluläre Stressantwort schätzt den Schaden ab, wirkt ihm entgegen und erhöht zumindest 

kurzfristig die Belastungstoleranz. Endgültig beschädigte Zellen werden durch aktiven Zelltod 

(Apoptose) beseitigt.  

Insgesamt ist die Reaktion auf Stressoren allerdings differenzierter zu betrachten. Je nach 

Stressor erfolgt eine spezifische Reaktion, die ihrerseits hoch adaptiv ist. Eine 

Generalisierung ist daher nur für die Grundabläufe möglich. Neben den gut untersuchten 

Mechanismen der klassischen Stressantwort gibt es eine Vielzahl weiterer Parameter mit 

potenziellem Einfluss auf die adaptive Leistung des Organismus.  

Voraussetzung für eine erfolgreiche Zucht in der Aquakultur ist dementsprechend die 

Minimierung der Umwelteinflüsse, die sich negativ auf die Produktivität auswirken. Die 

Anforderung an robuste Zuchtlinien besteht deshalb in einer erfolgreichen Adaption an 

Stressoren sowie eine schnelle, effektive Reaktion auf die auf den Fisch einwirkenden 

Stressoren. Dabei ist vor allem eine erfolgreiche Anpassung an Wasserqualität, Temperatur 

und Infektion entscheidend. Die Relevanz der einzelnen Parameter soll daher im Folgenden 

genauer erläutert werden. 

 

1.3 Adaptation an Wasserqualität, Temperatur und Infektion 

Für eine optimale Zucht in der Aquakultur ist die Qualität des Wassers von entscheidender 

Bedeutung. Eine schlechte oder suboptimale Wasserqualität ist ein starker Stressfaktor für die 

betroffenen Fische. Sowohl in extensiver
2
 als auch in semiintensiver

3
 und intensiver

4
 

Aquakultur wird zwischen offenen Kreislaufanlagen, die mit Durchflusswasser arbeiten und 

geschlossenen Anlagen mit in der Anlage zirkulierendem Wasser unterschieden. Viele 

Aquakulturanlagen stellen halboffene Systeme dar, in denen beide 

Wasserversorgungsvarianten eingesetzt werden. In offenen und halboffenen Anlagen kommt 

es zu direktem Nährstoff- und Sauerstoffeintrag durch die Umwelt sowie erheblichen 

saisonalen Schwankungen der Wassertemperatur. Zusätzlich wird die Wassersäule durch 

Wind in Bewegung gebracht. Anders als in geschlossenen Kreislaufanlagen verändern sich 

                                                 
2
 keine oder nur geringe Veränderung an gegebenen Umweltparametern; keine Futtermittel und Medikamente 

3
 zusätzliche Gabe nährstoffreichen Futters 

4
 umfassende Anpassung der gegebenen Umweltparameter; spezifisches Futter und Medikamentengabe 
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die Wasserparameter hier daher stetig, was eine Herausforderung an die Besatzfische darstellt. 

Fische stehen über Haut und Kiemen direkt mit dem Umgebungswasser in Verbindung. Ihr 

Gas- und Ionenaustausch findet vor allem über die Kiemenlamellen statt. Optimale 

Wasserbedingungen sind daher von essenzieller Bedeutung für ihre Homöostase.  

Unter Wasserqualität wird im Allgemeinen die chemische, physikalische und biologische 

Beschaffenheit des Wassers verstanden. Sie wird bestimmt durch Verschmutzungsgrad, 

Temperatur, pH-Wert (H
+
-Konzentration), Salzgehalt (Anzahl gelöster Ionen), Phosphat- 

(PO4
3-

) und Stickstoffkonzentration (N), Wasserhärte (°dH) sowie Kohlendioxid- (CO2) und 

Sauerstoffgehalt (O2). Die verschiedenen Parameter sind dabei nicht losgelöst voneinander zu 

betrachten sondern stehen in direkter Wechselwirkung zueinander (PORTZ 2006). Die 

Ansprüche an die einzelnen Einflussgrößen variieren je nach Spezies, Entwicklungsphase und 

Erfahrungswert der Fische. Allgemeine artspezifische Richtwerte sind in diversen Studien 

angeführt (ADAMS 2002; PICKERING 1981; PORTZ 2006). Schlechte Wasserqualität führt zu 

einer Unterdrückung der primären Erregerabwehr und damit zu einer erhöhten 

Krankheitsanfälligkeit der Fische (MCLEAY 1975; WALTERS and PLUMB 1980).  

 

Die Parameter der Wasserqualität dürfen nicht als statische, absolute Werte angesehen 

werden. Vielmehr sind z. B. die Gaslöslichkeit sowie die Aktivität der H
+
-Ionen im Wasser 

und damit verbunden der pH-Wert temperaturabhängig. Auch die Korrelation von Temperatur 

und Sauerstoffgehalt ist ein kritischer Faktor. Die Sauerstoffsättigung im Wasser beträgt im 

Vergleich zu der in Luft nur ca. 0,04 % und sinkt zusätzlich mit steigenden Temperaturen und 

erhöhter Konzentration gelöster Stoffe im Wasser. Im Gegensatz dazu steigt der 

Sauerstoffbedarf der Fische bedingt durch die Korrelation der Temperatur mit der 

Stoffwechselrate (CLARKE and FRASER 2004; GILLOOLY et al. 2001). Der Stoffwechsel 

lebender Organismen folgt thermodynamischen Gesetzmäßigkeiten. Der RGT/Q10-Regel 

folgend nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit chemischer Reaktionen bei einem 

Temperaturanstieg bzw. -abfall von 283 K (entspricht 10 °C) um das Zwei- bis Vierfache zu 

bzw. ab. Die Temperatur beeinflusst die Struktur und Aktivität von Enzymen und anderen 

Proteinen nachhaltig (JAENICKE 1991; LONG et al. 2012; SOMERO 1995). Ihr Einfluss auf die 

Evolution von Proteinen wurde anhand einer Vielzahl vergleichender Studien der 

interspezifischen Enzymhomologien unterschiedlich temperaturadaptierter Arten 

nachgewiesen. Die ausreichende O2-Aufnahme über Diffusion in den Kiemenlamellen von 

Fischen wird somit durch den steigenden Bedarf und den aber gleichzeitig nur geringen 

Vorrat an gelöstem Sauerstoff im Wasser zusätzlich erschwert.  
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Fische sind poikilotherme Organismen, ihre Körpertemperatur korelliert mit den 

Temperaturschwankungen des Umgebungswassers. Wie auch die Anforderungen an die 

Wasserqualität können die thermalen Ansprüche von Art zu Art teilweise erheblich variieren, 

wobei sich artspezifische Toleranzkurven mit letaler Ober- und Untergrenze erstellen lassen. 

Ihre Spannbreite ist dabei artspezifisch und steht in Korrelation mit der 

Akklimatisierungstemperatur. So toleriert zum Beispiel die ostafrikanische Barsch-Gattung 

Tropheus nur einen Schwankungsbereich von vier Grad (24 °C bis 27 °C), während viele 

Teleostei (echte Knochenfische) in Temperaturbereichen von 0 °C bis 30 °C leben können. 

Der optimale Temperaturbereich kann je nach individueller Anpassung, Entwicklungsstatus 

und Gesundheit der Fische variieren (FRY 1971; LONG et al. 2012; PICKERING 1981). Das 

Temperaturoptimum von Regenbogenforellen in der Aquakultur liegt nach Studien von 

SEDGWICK (1985) und YAMAZAKI (1991) zwischen 15 °C und 18 °C, wobei Wachstum 

zwischen 10 °C und 20 °C möglich ist und erst Temperaturen von unter 0 °C und über 25 °C 

letal wirken (SEDGWICK 1985; YAMAZAKI 1991). Die individuelle Geschwindigkeit, mit der 

eine Anpassung an die jeweilige Akklimationstemperatur erfolgen kann, ist ebenfalls 

artspezifisch und variiert zwischen 1 °C/Tag bei Goldfischen (Carassius auratus) sowie 

Plötzen (Rutilus rutilus) und nur 1 °C/Stunde bei der Barsch-Gattung Girella sowie diversen 

Salmoniden (Lachsfische) (FRY 1971). 

Da es gerade in Teichanlagen und offenen Kreislaufanlagen zu erheblichen saisonalen 

Temperaturschwankungen kommen kann, sind die Anforderungen an den Toleranzbereich des 

Fischbesatzes hoch. Liegen die Temperaturen für einen Besatzfisch in der Nähe seines 

Toleranzbereiches, beziehungsweise weichen sie von seinem Optimum ab, so kann es zu 

Störungen des Ionenhaushalts und damit des osmotischen Gleichgewichts, des Stoffwechsels, 

der Nahrungsaufnahme, des Wachstums sowie der Fortpflanzungsfähigkeit und des 

Verhaltens kommen. Eine robuste Fischzuchtlinie zeichnet sich daher durch eine möglichst 

schnelle und effektive Anpassung der beeinträchtigten Funktionen aus, wobei die 

Wachstumsleistung möglichst konstant bleiben sollte.  

 

Zusätzlich zu Wasserqualität und Temperatureinfluss stellen Infektionen eine große 

Herausforderung an den Fischbestand in der Aquakultur dar. Jährlich kommt es zu hohen 

Verlustraten durch bakterielle, virale oder parasitäre Infektionskrankheiten (FAO 2010; 

MEYER 1991). Salmoniden sind vor allem durch die bakteriell bedingte Rotmaulseuche 

(ausgelöst durch Yersinia ruckeri), die Furunkulose (ausgelöst durch Aeromonas salmonicida) 
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oder auch die virale hämorrhagische Septikämie (VHS, ausgelöst durch den Rhabdovirus 

VHSV) betroffen (O'BRIEN et al. 1994; ROSS et al. 1966; SKALL et al. 2005). 

Fischkrankheiten sind dabei nur selten monokausale Ereignisse, sondern entstehen meist aus 

dem Zusammenspiel von Pathogen, Fisch und Umwelt. Viele Pathogene sind opportunistisch, 

also erst bei physiologischer Beeinträchtigung des Fisches infektiös. Sie kommen im Wasser 

in hohen Konzentrationen vor, ohne Krankheiten auszulösen. Daher ist eine gute Balance der 

relevanten Einzelfaktoren der Wasserqualität wichtig für die Gesundheit und das Wachstum 

der Fische. Wird sie hingegen gestört, kommt es zu einem gehäuften Auftreten von 

stressassoziierten Infektionskrankheiten, verbunden mit vermindertem oder eingestelltem 

Wachstum (WEDEMEYER and MCLEAY 1981).  

Das Immunsystem der Fische entspricht bis auf einige Abweichungen in allen 

grundlegenden Bestandteilen dem des Menschen (MAGNADOTTIR 2006; TORT et al. 2003). 

Auch bei Fischen wird zwischen dem schnellen, aber unspezifischen, angeborenen und dem 

zeitlich verzögerten, aber spezifischen, adaptiven Immunsystem mit humoraler und zellulärer 

Antwort unterschieden. Beide Immunreaktionen sind funktional miteinander verknüpft. Der 

sezernierte Schleim der Fischhaut mit antibakteriellen Molekülen wie Lysozymen und das 

Komplementsystem bilden die primäre Abwehr gegen Pathogene.  

Erreger weisen auf ihrer Oberfläche spezifische Strukturen auf, sogenannte Pathogen-

assoziierte molekulare Muster (PAMPs), die von speziellen Rezeptormolekülen des 

angeborenen Immunsystems, den PRRs (pathogen/pattern recognition receptors), erkannt 

werden (ZOU et al. 2010). Diese werden aufgrund ihrer Struktur in verschiedene Familien 

eingeteilt, dazu gehören u.a. TLRs (Toll-like receptors), C-Typ-Lektin-Rezeptoren oder auch 

NRLs (NOD-like receptors). Orthologe Mitglieder der PRR-Familien wurden auch in echten 

Knochenfischen nachgewiesen (AOKI et al. 2008; MAGNADOTTIR 2006; REBL et al. 2008). 

Erkennen PRRs ein Pathogen, so lösen sie über intrazelluläre Kaskaden die Initiierung früher 

Immunmechanismen aus (LEE and KIM 2007). Auch Makrophagen induzieren die 

Immunreaktion. Sie erkennen die Erreger durch ihre körperfremden Strukturen, nehmen sie 

auf und präsentieren sie anschließend an ihrer Oberfläche. B- und T-Lymphozyten des 

adaptiven Immunsystems erkennen die so präsentierten Antigene und leiten die aktive 

adaptive Immunantwort in Form der Antikörperproduktion ein (MEDZHITOV 2007).   

Sowohl Stress als auch kritische Temperaturen haben einen Einfluss auf die Funktionalität 

des Immunsystems. Teile der humoralen als auch zellulären Immunantwort sind, im 

Gegensatz zur primären Antwort, temperaturabhängig (BLY and CLEM 1992; KUMARI et al. 

2006; LANGSTON et al. 2002). Dazu gehört die T- und B-Zellen-Interaktion sowie die 
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Antikörperproduktion und -freisetzung. Die optimale Temperatur liegt dabei nahe der 

gewohnten Umgebungstemperatur. Bei Stress ausgeschüttete Hormone wirken im Fisch 

immunsupressiv. Das zentrale Nervensystem sowie Rückkopplungsschleifen des 

Stresshormons Cortisol führen zu einer Dämpfung der Immunreaktionen. Die Aktivität des 

Immunsystems wird durch das autonome Nervensystem kontrolliert und gebremst.  

 

1.4 Untersuchungen zur intra- und interspezifischen Adaptation  

In der Literatur finden sich diverse vergleichende Studien zur intra- und interspezifischen 

adaptiven Stressantwort bei Fischen (Tab. 1). So konnten u.a. genetisch determinierte 

Variationen in der Infektionsresistenz innerhalb und zwischen Fischbeständen nachgewiesen 

werden (CHEVASSUS and DORSON 1990; CIPRIANO et al. 2002; FJALESTAD et al. 1993).  

 

Tab. 1: Ausgewählte vergleichende Untersuchungen zur intra- und interspezifischen adaptiven Stressantwort bei 

Fischen 

Untersuchter Parameter  Fischart bzw. -familie Referenz 

intraspezifische Studien:   

Expression von HSP70, AGT/SERPINA8, 
ATP1A, ALAS in Populationen entlang 

eines Salinitätsgradienten  

Flunder 

(Platichthys flesus) 

LARSEN et al. (2008) 

Resistenz nach Infektion mit IPN  

(Infektiöse Pankreasnekrose)  

Regenbogenforelle  

(O.mykiss) 

OKAMOTO et al. (1993) 

Expression von HSP70 und ATP1A in zwei 

Populationen nach Salinitätsstress 

Kabeljau  

(Gadus morhua) 
LARSEN et al. (2011) 

Microarray-Studie zur Expression von 

Stoffwechselgenen in Populationen entlang 

eines Temperaturgradienten 

Killifisch  

(Fundulus heteroclitus) 

WHITEHEAD and CRAWFORD 

(2006) 

Vergleich des Cortisol- und Cortison-Levels 

nach Haltungsstress 

Regenbogenforelle  

(O.mykiss) 

POTTINGER and MORAN (1993) 

interspezifische Studien:   

Resistenz nach Infektion mit Furunkulose verschiedene Salmonidae CIPRIANO et al. (1994); HOLTEN-

ANDERSEN et al. (2012) 

 

Vergleich des Cortisol-, Glukose-, Laktate- 

und Aminosäure-Niveaus im Plasma nach 

Haltungsstress 

3 Salmonidae- und 3 

Cyprinidae-Arten 

POTTINGER (2010) 

 

 

Eine der bestuntersuchten Beispiele für Adaptation an differente Umweltbedingungen ist 

der Killifisch (Fundulus heteroclitus) an der Ostküste Nordamerikas. Populationen, die 

Habitate mit einem Temperaturunterschied von 15 °C besiedeln, zeigen deutliche 

intraspezifische Unterschiede in der Expression des Gens LDH (Lactatdehydrogenase) 

http://www.dict.cc/englisch-deutsch/%5BPlatichthys%5D.html
http://www.dict.cc/englisch-deutsch/%5Bflesus%5D.html
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(SEGAL and CRAWFORD 1994) sowie weiterer Gene, die für essenzielle Proteine wie HSP70 

und die Na/K-ATPase kodieren (FANGUE et al. 2006; SCOTT et al. 2004). Das 

Hauptaugenmerk bisheriger Studien zur adaptiven Stressantwort liegt in der Analyse der 

klassischen hormonellen Antwort durch Adrenalin und Cortisol, in Untersuchungen des 

Glukose- oder Laktat-Levels im Plasma sowie in Arbeiten an klassischen Stressproteinen, wie 

z.B. den HSPs.  

 

POTTINGER (2010) vergleicht das Niveau von Cortisol, Glukose, Laktat und Aminosäuren 

im Plasma von je drei Arten der Cypriniden (Karpfenartige) und der Salmoniden 

(Lachsartige) unter Einfluss verschiedener Stressoren. Er konnte sowohl innerhalb der 

Familien als auch zwischen den Familien signifikante Unterschiede nachweisen, die auf 

artspezifische Unterschiede in den Schlüsselelementen der Stressantwort von Fischen 

hinweisen (POTTINGER 2010). Verschiedene vergleichende Studien zwischen Forellen, die je 

nach Höhe ihres Cortisol-Niveaus unter Stresseinwirkung in zwei Gruppen eingeteilt wurden 

(HR: high responding; LR: low responding), zeigten entscheidende Unterschiede in weiteren 

Bereichen der Stressantwort und Stressresistenz (OVERLI et al. 2005; OVERLI et al. 2007; 

PEMMASANI et al. 2011). Vergleichende Untersuchungen des Cortisol- und HSP70-Niveaus in 

Leber und Kiemen der Regenbogenforelle und der Tilapia Art Oreochromis mossambicus 

unter Temperaturstress lassen zusätzlich eine funktionelle Korrelation der hormonellen und 

zellulären Stressantwort vermuten (BASU et al. 2001). Viele Studien befassen sich näher mit 

der unterschiedlichen Stresstoleranz nah verwandter Arten. So haben z. B. NAKANO et al.. 

(2002) den Unterschied in der Toleranz zweier Groppen-Arten (Cottidae) auf ein 

unterschiedliches Niveau des HSP70 zurückgeführt (NAKANO and IWAMA 2002). 

Der Schwerpunkt bisheriger Studien zur differenten Reaktion von Fischlinien auf 

Stressoren richtet sich auf die hormonellen und intrazellulären Schlüsselmoleküle der 

adaptiven Stressantwort. Die vorliegende Arbeit befasst sich hingegen mit der Identifikation 

und Untersuchung weiterer, an der adaptiven Stressantwort der Regenbogenforelle beteiligter 

Gene. Grundlage hierfür sind vergleichende initiale Studien an zwei gegenüber dem Erreger 

der Furunkulose, Aeromonas salmonicidae, different resistenten Zuchtlinien. 

 

1.5 Die robuste Zuchtlinie BORN 

Die Regenbogenforellenlinie BORN wurde im Verlauf einer 37-jährigen Selektion am 

Fischereiinstitut Born (Abb. 1) aus importierten Steelhead-Forellen (anadrome Wanderform) 

gezüchtet (ANDERS E. 1986) und ist an die lokalen Umweltbedingungen des Boddenwassers 
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der südwestlichen Ostsee angepasst. Diese umfassen saisonale Fluktuationen verschiedener 

biotischer und abiotischer Umwelteffekte wie des natürlichen Keimspektrums, des 

Eutrophierungsgrads, der Salinität [Brackwasser: 2.5 bis 6 Practical Salinity Units (PSU)] 

und stark schwankender Temperaturen von −0.3 °C bis 28 °C.  

 

 

Abb. 1:  Herkunft der BORN-Forelle  

(A) Geographische Einordnung  des Untersuchungsgebiets im Ostseeraum.  

(B) Position der Aquakulturanlage, in der die regionale Linie BORN aus selektiver Züchtung entstanden ist 

(Anlage Born) sowie weitere Anlagen, in denen sowohl die Linie BORN als auch Importforellen gezüchtet 

(Anlage Frauenmark, Hohen Wangelin) bzw. zu Versuchszwecken gehalten werden (Insel Riems). 

 

Die lokale Forellenlinie BORN erfüllt die in den Abschnitten 1.2 und 1.3 der Arbeit 

dargestellten Anforderungen an eine robuste Zuchtlinie. Zuchtbegleitende Studien zeigten 

unter anderem ihre erhöhte Resistenz gegenüber Pathogenen. So überleben im Vergleich zu 

handelsüblichen Importforellen mehr als dreieinhalb Mal so viele BORN-Forellen eine 

intraperitoneal injizierte Dosis mit 1 x 10
4
 koloniebildenden Einheiten (KBE) des 

Furunkulose-Erregers A. salmonicida (Abb. 2A). Rund 20 % der regionalen Zuchtlinie 

überstehen weiterhin eine für importierte Forellen zu 100 % letale Dosis von 5 x 10
5 

KBE 

(Köllner, FLI Riems, Deutschland). Eine mögliche Erklärung dieser Beobachtungen liefern 

zusätzliche vergleichende Untersuchungen, die ein schneller reagierendes adaptives 

Immunsystem der BORN-Forelle belegen (Köllner, FLI Riems, Deutschland).  

Zusätzlich zu der erhöhten Erregerresistenz der BORN-Forelle konnte auch eine im 

Vergleich zu Importforellen stabile Wachstumsrate unter starken jährlichen 

Temperaturschwankungen nachgewiesen werden (Anders, LFA Born, Deutschland) 

(Abb. 2B). Obwohl diese ökonomisch bedeutsamen phänotypischen Ausprägungen der 

gesteigerten Robustheit der BORN-Forelle bekannt sind, gab es zu Beginn der vorliegenden 

Arbeit nur initiale vergleichende molekularbiologische Untersuchungen, die sich mit der 
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Aufklärung der dem Merkmal Robustheit zu Grunde liegenden genetischen Ursachen 

befassen (REBL et al. 2009a; REBL et al. 2009b; REBL et al. 2010).  

 

 

Abb. 2: Vergleichende Untersuchungen zur Sterberate nach Infektion und jahresspezifischen 

Gewichtszunahme von BORN-Forellen (rot) und handelsüblichen Importforellen (blau) 

(A) Prozentuale Sterberate der BORN- und Import-Forellen nach A. salmonicidae-Infektion (je Gruppe n = 30). 

Dargestellt sind die Sterberaten nach einer Infektion mit 1x10
4
 und 5x10

5
 KbE (Kolonien bildende Einheit) des 

Erregers. 

(B) Durchschnittliches Gewicht von BORN- und Import-Forellen im zeitlichen Verlauf (Mai 2009 bis Juli 2010) 

in den Aquakulturanlagen Hohen Wangelin und Frauenmark (je Messpunkt und Gruppe n = 50).  

 

1.6 Hypothesen und Zielstellung 

Die vorliegende Arbeit ist im Rahmen des vom Land Mecklenburg-Vorpommern geförderten 

DIREFO-Projektes (Different resistente Regenbogenforellen; 2009 - 2011, Projektnummer 

AU 08 026) entstanden und befasst sich mit der erhöhten Robustheit der lokalen Zuchtlinie 

BORN im Vergleich zu Importforellen
5
. Gegenstand der Untersuchung ist die Aufklärung der 

zu Grunde liegenden molekulargenetischen Mechanismen der differenten Stresstoleranz 

beider Linien. Dabei lautet die übergeordnete Hypothese: 

 

Die erhöhte Robustheit der BORN-Forelle ist genetisch manifestiert. 

 

Bisherige Studien zur Stressantwort im Fisch sind vor allem auf die bereits in 

Modellorganismen nachgewiesenen klassischen Parameter  der humanen Reaktion beschränkt 

(vergleiche Tab. 1). Die Betrachtung weiterer Faktoren bietet daher die Möglichkeit, 

zusätzliche grundlegende Erkenntnisse zu erlangen. Da das Genom der Regenbogenforelle 

                                                 
5
 Importierte Forellenlinie Steelhead II-WA (Tacoma, USA) 
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noch nicht komplett entschlüsselt vorliegt, sind nur vergleichsweise wenige Sequenzen in den 

Datenbanken verfügbar. Funktionale Betrachtungen von Genen der Forelle erfordern deshalb 

zunächst deren strukturelle Analyse. Die Hauptziele der vorliegenden Arbeit lauten daher: 

 

(i) Gene und Stoffwechselwege zu identifizieren, die an einer alternativen 

Stressantwort der BORN-Forelle beteiligt sind;  

(ii) eine umfassende molekulargenetische Charakterisierung dieser Kandidatengene in 

der Forelle durchzuführen; 

(iii) den Einfluss der Kandidatengene auf die im Vergleich zu Importforellen erhöhte 

Robustheit der BORN-Forelle genauer zu bestimmen.  

 

Neben molekulargenetischen Methoden zur Gencharakterisierung wurde anhand von 

Infektions- und Temperaturexperimenten der Einfluss von äußeren Stressoren auf die 

Expression der Kandidatengene in BORN- und Import-Forellen untersucht. Begleitende 

holistische Transkriptomanalysen auf der Basis von für Salmoniden spezifischen Microarrays 

wurden verwendet, um zusätzliche funktionale Daten zur differenten Expression beider 

Zuchtlinien zu erlangen (Abb. 3).   
 

 

Abb. 3: Allgemeine schematische Darstellung der Arbeitszielstellungen 
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Vergleichende Microarray-Analysen bieten die Möglichkeit, eine differente Genexpression 

zwischen zwei Gruppen zu quantifizieren und so grundlegende Erkenntnisse über die 

unterschiedliche Regulation elementarer Abläufe in der Zelle zu erlangen. Weiterhin bietet 

sich die Möglichkeit, Gene zu identifizieren, die bisher nicht mit den betrachteten 

Zellprozessen in Verbindung gebracht wurden. Der Einsatz von Transkriptomanalysen bildet 

daher einen wichtigen Teil der Untersuchungen an der lokalen Zuchtlinie BORN im 

Vergleich zu Importforellen.  

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Identifikation und Analyse von Genen, die zusätzlich 

zu klassischen Stressgenen an der adaptiven Stressantwort der BORN-Forelle beteiligt sind. 

Die Kandidatengene dieser Arbeit wurden aus einem grundlegenden Leber-

Transkriptomvergleich zwischen gesunden BORN- und Importforellen ausgewählt. Aufgrund 

ihrer Funktion und differenten Expression zwischen beiden Forellenlinien ist ihr Einfluss auf 

die erhöhte Robustheit der BORN-Forellen naheliegend. Zusätzlich erfolgte die Vorauswahl 

von Genen für die Untersuchungen durch die Analyse themenrelevanter Literatur. 

Die im Rahmen der Promotionsarbeit vorgelegten Studien befassen sich mit verschiedenen 

Teilbereichen der Untersuchungen zur adaptiven Stressantwort: 

Eine schnelle und effektive Antwort des erworbenen Immunsystems der Fische ist von 

essenzieller Bedeutung für eine erfolgreiche Zucht in der Aquakultur und konnte für die 

BORN-Forelle bereits über die Aktivierung des MHC-II-Komplexes (major 

histocompartibility complexes class II) nachgewiesen werden (Köllner, FLI Riems, 

Deutschland). Die vorgeschaltete primäre Abwehr stellt jedoch die erste Barriere bei einer 

Infektion dar. Unterschiede in der Expression von Genen, die an der angeborenen und der 

erworbenen Immunantwort beteiligt sind, könnten daher auf eine differente Effektivität der 

Erregerabwehr der BORN- und Importforellen hindeuten (Studie I, V).  

 

Die Aufrechterhaltung der Körperhomöostase ist ein entscheidender Faktor der adaptiven 

Stressabwehr. Eine Vielzahl an Mechanismen und Genen kommt dabei zum Tragen. Einige 

wichtige Bereiche wurden im Rahmen dieser Arbeit näher untersucht.  

Ein Teilaspekt ist der effektive Schutz vor giftigen, die Zellteilung und das Zellwachstum 

beeinflussenden Substanzen. Studie II charakterisiert das Gen PRR13 (proline rich 13), das 

einen erhöhten Schutz vor Zytostatika vermittelt und daher wichtig für die Resistenz der 

BORN-Forelle gegenüber natürlicherweise im eutrophen Wasser der Darß-Zingster 

Boddenkette vorkommenden Schadstoffe sein könnte.  
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Calcium spielt eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion und der Aufrechterhaltung 

des Ionengleichgewichts der Zelle. Eine differente Aktivität Calcium-bindender Proteine 

unter Temperatur- oder auch Infektionsstress könnte daher durch die Regulation des Ca
2+

-

Haushalts der Zelle einen entscheidenden Faktor für die Adaptationsvorteile der BORN-

Forelle darstellen (Studien III+VI).  

Eisen-Schwefel-Cluster sind Bestandteile essenzieller Proteine des Metabolismus und des 

Ionentransports. Das [Fe-S]-Cluster-Gerüstprotein ISCU bildet und vermittelt die [Fe-S]-

Cluster und stellt somit eine Nahtstelle für die Aufrechterhaltung entscheidender 

Stoffwechselwege dar. Sein möglicher Einfluss auf eine differente Regulation entscheidender 

Körperfunktionen der BORN-Forelle ist Bestandteil der Studie IV.  

 

Der aktive Zelltod (Apoptose) wird durch Zellen des Immunsystems oder durch zelleigene 

Signale ausgelöst. Er bietet die Möglichkeit, beschädigte oder infizierte Zellen aktiv 

abzutöten und so ein Übergreifen auf umliegende Zellen zu verhindern. Ein 

Transkriptionsvergleich zwischen Schlüsselmolekülen des Apoptose-Signalwegs beider 

Forellenlinien sollte klären, ob die BORN-Forelle, anders als Importforellen, beschädigte oder 

infizierte Zellen durch Apoptose aktiv beseitigt und dadurch besser auf stressbedingte 

Schäden reagiert (Studie VII).  
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2. Einzelstudien  

 

 

 

 

 

 

 

Studie I.  

Identification of differentially expressed protective genes in liver of two rainbow trout 

strains.  

Rebl, A., Verleih, M., Korytář, T., Kühn, C., Wimmers, K., Köllner, B., Goldammer, T. 

Vet. Immunol. Immunopathol. (2012), 145(1-2): 305-15.  

 

kurze Zusammenfassung: 

Diese Studie befasst mit sich mit der Analyse von Genen der primären Erregerabwehr, die in 

einem Leber-Transkriptomvergleich zwischen der lokalen Forellen-Zuchtlinie BORN und 

kommerziell in der Aquakultur eingesetzten Importforellen different reguliert waren. Unter 

anderem wurde die Expression der Gene bei 8 und 23°C und nach Pathogen-Infektion 

analysiert sowie das in der Forelle duplizierte Gen SERPINF2 erstmals in einem Salmoniden 

charakterisiert. Die Ergebnisse der Studie lassen den Schluss zu, dass die untersuchten Gene 

zu einer verbesserten ersten Barriere bei der Erregerabwehr von BORN-Forellen beitragen. 
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Studie II.  

Molecular characterisation of PRR13 and its tissue specific expression in rainbow trout 

(Oncorhynchus mykiss).  

Verleih, M., Rebl, A., Köllner, B., Korytář, T., Kotterba, G., Eckhard, A., Wimmers, K., 

Goldammer, T. 

Fish. Physiol. Biochem. (2010), 36(4): 1271-6. 

 

kurze Zusammenfassung: 

Das Hauptaugenmerk dieser Studie lag auf der molekulargenetischen Charakterisierung des 

Gens PRR13 in der Regenbogenforelle, dessen Produkt eine Resistenz gegen Zytostatika 

vermittelt. Neben der Analyse der Genstruktur wurde in vergleichenden gewebespezifischen 

Analysen eine fast durchgängig erhöhte Expression in BORN-Forellen festgestellt. Die 

Ergebnisse der Veröffentlichung lassen einen Einfluss des Gens auf die differente Robustheit 

von BORN- und Importforellen im Umgang mit durch lokale Brackwasserbedingungen 

hervorgerufenen Stress vermuten. 
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Studie III.  

Comparative molecular characterization of the regucalcin (RGN) gene in rainbow trout 

(Oncorhynchus mykiss) and maraena whitefish (Coregonus marena).  

Verleih, M., Rebl, A., Köllner, B., Korytář, T., Anders, E., Wimmers, K., Goldammer, T. 

Mol. Biol. Rep. (2012), 39(4): 4291-4300.  

 

kurze Zusammenfassung: 

Diese Veröffentlichung behandelt das Gen RGN, dessen Proteinprodukt durch seine Ca
2+

-

bindende Funktion an der Signaltransduktion sowie der Aufrechterhaltung des zellulären 

Ca
2+

-Gleichgewichts beteiligt ist und somit vermutlich einen Beitrag zur Aufrechterhaltung 

der Körperhomöostase im Rahmen der adaptiven Stressabwehr liefert. Die Studie beinhaltet 

sowohl die Charakterisierung der RGN-Sequenz in der Forelle und dem Ostseeschnäpel als 

auch vergleichende Analysen der Genexpression in BORN- und Importforellen. Dabei zeigt 

sich in gesunden und gestressten Forellen beider Linien eine klar differente Regulation der 

RGN-Genexpression, was die Annahme unterstützt, dass RGN eine wichtige Rolle bei 

regenerativen Prozessen nach Umweltstress spielt. 



Studie III 

35 



Studie III 

36 



Studie III 

37 



Studie III 

38 



Studie III 

39 



Studie III 

40 



Studie III 

41 



Studie III 

42 



Studie III 

43 



Studie III 

44 

 



Studie IV 

45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Studie IV.  

Structural characterization and expression analyses of duplicated iron-sulfur cluster 

scaffold (ISCU) gene in salmonid fish.  

Verleih, M., Rebl, A., Köllner, B., Korytář, T., Köbis, J. M., Kühn, C., Wimmers, K., 

Goldammer, T.  

Gene (2013), 512(2): 251-258. 

 

kurze Zusammenfassung: 

Die molekulargenetische Charakterisierung des Gens ISCU ist Inhalt der Studie IV. Das 

Protein ISCU reguliert wichtige Stoffwechsel- und Ionentransportprozesse der Zelle über die 

Bindung und Weitergabe von [Fe-S]-Clustern. In der Studie wurde die Duplikation des Gens 

in Regenbogenforelle und Ostseeschnäpel nachgewiesen und die entsprechenden 

Gensequenzen charakterisiert. Zusätzlich wurde ein spezifisches Expressionsprofil der 

Genvarianten in der Forelle erstellt. Insgesamt konnte trotz partiell differenter Genexpression 

in BORN- und Importforellen zwei Wochen nach einer Pathogen-Infektion der vermutete 

Einfluss des Gens auf die differente Robustheit der BORN- und Importforellen nicht bestätigt 

werden.  



Studie IV 

46 



Studie IV 

47 



Studie IV 

48 



Studie IV 

49 



Studie IV 

50 



Studie IV 

51 



Studie IV 

52 



Studie IV 

53 



Studie V 

54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. MARCH5 gene is duplicated in rainbow trout, but only fish-specific gene copy is up-

regulated after VHSV infection.  

Rebl, A., Köbis, J. M., Fischer, U., Takizawa, F., Verleih, M., Wimmers, K., Goldammer, T. 

Fish. Shellfish. Immunol. (2011), 31(6): 1041-50. 

 

kurze Zusammenfassung: 

Ubiquitin-Ligasen regulieren nachweislich membranständige Immunrezeptoren. Diese Studie 

umfasst molekulargenetische Untersuchungen des für eine Ubiquitin-Ligase kodierenden 

Gens MARCH5. Zum einen wurde die Gensequenz in der Regenbogenforelle und dem 

Ostseeschnäpel charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass MARCH5 in beiden Salmoniden 

dupliziert vorliegt. Vergleichende Expressionsanalysen in der Forelle legten zum anderen 

gewebe- und zellspezifische sowie eine in BORN- und Import-Forellen teilweise differente 

Expression der MARCH5-Genvarianten offen. Untersuchungen der Genexpression im 

Rahmen einer viralen Infektion weisen außerdem auf eine Beteiligung der Genvariante 

MARCH5A an der spezifischen Erregerabwehr der Forelle hin.   
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VI. Duplicated NELL2 genes show different expression patterns in two rainbow trout 

strains after temperature and pathogen challenge  

Rebl, A., Verleih, M., Köllner, B., Korytář, T., Goldammer, T. 

Comp. Biochem. Physiol. B Biochem. Mol. Biol. (2012), 163(1): 65-73. 

 

kurze Zusammenfassung: 

Studie VI widmet sich der Analyse des Gens NELL2 in der Regenbogenforelle, welches für 

ein extrazelluläres Glykoprotein kodiert. NELL2 ist an der Differenzierung und dem 

Wachstum von Zellen beteiligt. Zusätzlich ist das Ca
2+

-bindende Protein in die 

Signaltransduktion und die Regulation des Ionengleichgewichts der Zelle involviert. Inhalt 

der Studie ist die molekulare Charakterisierung des Gens in der Regenbogenforelle sowie 

Analysen der spezifischen Genexpression im Laufe der Embryonalentwicklung. Außerdem 

wurde die NELL2-Expression nach einer Pathogen-Infektion und leichtem Temperaturstress 

vergleichend zwischen der lokalen Zuchtlinie BORN- und Importforellen untersucht. Es 

zeigte sich, dass NELL2 in der Forelle dupliziert ist, wobei eine Genvariante ubiquitär, die 

andere gehirnspezifisch exprimiert wird.  
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VII. Comparative analyses of apoptosis-related candidate genes in rainbow trout: 

molecular characterization and transcriptome analyses.  

Verleih, M., Rebl, A., Köllner, B., Korytář, T., Kühn, C., Wimmers, K., Goldammer, T. 

Schriftenreihe des FBN (2011), 18: 39-42. 

 

kurze Zusammenfassung: 

Im Rahmen dieser Studie wurde die spezifische Regulation von Schlüsselgenen der Apoptose 

im Infektionsverlauf untersucht. Dazu wurde ein Vergleich des Kopfniere-Transkriptoms 

infizierter Fische der lokalen Zuchtlinie BORN und Importforellen durchgeführt. Dabei war 

in beiden Zuchtlinien vor allem sieben Tage nach Infektion eine Aktivierung von Genen des 

aktiven Zelltods erkennbar. Allerdings zeigten sich Differenzen im zeitlichen Verlauf sowie 

in spezifischen Regulationsmechanismen der Apoptose. Die Ergebnisse der Studie geben 

einen ersten Hinweis für eine differente Regulation der Apoptose in BORN- und 

Importforellen nach Infektion.   
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3. Diskussion 

Fische in der Aquakultur sind aufgrund artifizieller Haltungssysteme vermehrt 

Umweltfaktoren ausgesetzt, die Stress auslösen und sie damit vor besondere 

Herausforderungen stellen. Eine schnelle und effektive physiologische Anpassung der Fische 

an kritische Umweltbedingungen ist daher essenziell, um die Homöostase des Organismus 

aufrecht zu erhalten und langfristige Beeinträchtigungen zu vermeiden. Das Zusammenspiel 

einer Vielzahl molekulargenetischer und metabolischer Regulatoren sowie Faktoren ist dafür 

notwendig. Für Regenbogenforellen der Zuchtlinie BORN wurde gezeigt, dass sie unter 

lokalen Bedingungen typische Stressoren in der Aquakultur besser tolerieren (z.B. 

Temperaturschwankungen) oder bekämpfen (z.B. bakterielle Infektion) können als 

importierte Forellen, deren genetische Selektion in anderen Habitaten erfolgt (siehe 

Abschnitt 1.5). Im Ergebnis dieser ersten Untersuchungen wurde der Merkmalsbegriff der 

Robustheit geprägt. Er definiert und fasst die verschiedenen Anpassungsstrategien der 

unterschiedlichen Forellenlinien nach einer Stresssituation zusammen. Dabei wird 

angenommen, dass der phänotypischen Ausprägung eine genetische Determinierung zu 

Grunde liegt. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untersuchung von Genen, die 

Einfluss auf die differente Robustheit lokaler und importierter Regenbogenforellen haben 

könnten. Die Analysen umfassen die molekulargenetische Charakterisierung der 

Kandidatengene und vergleichende Transkriptomanalysen zwischen der lokalen Zuchtlinie 

BORN und Importforellen nach Stress durch Infektion und Temperatur. Dadurch soll der 

Zusammenhang zwischen der differenten Robustheit beider Zuchtlinien und einer zu Grunde 

liegenden genetischen Manifestierung näher spezifiziert werden. 

In der folgenden Diskussion wird zunächst auf die Auswahl der Kandidatengene 

eingegangen. Anschließend folgen die Diskussion und Einordnung der in den Einzelstudien 

dargestellten Ergebnisse sowie ein Fazit und ein Ausblick. 

 

3.1 Kandidatengenauswahl 

Eine differente Expression von Genen spiegelt sich in einer unterschiedlichen Ausprägung 

betroffener Zellprozesse wider. Daher können ungleich regulierte Gene der BORN-und 

Importforelle relevant für die Ausprägung der erhöhten Robustheit der lokalen Zuchtlinie 

sein. Um entsprechende Gene identifizieren zu können, wurde ein holistischer 

Transkriptomvergleich zwischen beiden Forellenlinien durchgeführt. Die klassische Reaktion 

auf äußere Stressoren ist in vielen Einzelstudien im Fisch bereits gut untersucht. Bei der 
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Kandidatengenauswahl dieser Arbeit wurden vor allem Gene berücksichtigt, die im 

Gegensatz zu klassischen Stressgenen, wie z.B. HSP-kodierende Gene, an der adaptiven 

Stressantwort der BORN-Forelle beteiligt sind. Zusätzlich wurden weitere relevante Gene für 

die differente Robustheit anhand vergleichender Studien in der Literatur ausgewählt und in 

die Untersuchungen miteinbezogen. Mithilfe des Analyse-Programms IPA (Ingenuity 

Pathway Analysis) wurden funktionale Netzwerke basierend auf Erkenntnissen aus 

humangenetischen Studien erstellt, um die Verbindung der Gene untereinander zu 

verdeutlichen (Abb. 4 A, B). Die Kandidatengene ISCU, PRR13, MARCH5 und NELL2 sowie 

die Gene FGL2, CLEC4E, FTH1, CASP3, CASP7, CASP8, SERPINF2, TPT-1 und 

SERPINA1 werden dabei je einem Netzwerk zugeordnet, das Kandidatengen RGN beiden 

Netzwerken. Es stellt somit ein Bindeglied zwischen den Netzwerken dar. Netzwerk A fasst 

vor allem die Kandidatengene zusammen, die an Entwicklung, Wachstum, Ionentransport 

sowie der Aufrechterhaltung der Homöostase der Zelle beteiligt sind. Regulatorische 

Moleküle wie der DNA-Bindefaktor MYC (V-MYC avian myelocytomatosis viral oncogene 

homolog) sowie der Transkriptionsfaktor HNF4A (Hepatocyte nuclear factor 4 alpha) stellen 

Schnittstellen dar. Die in Netzwerk B eingeordneten Gene sind der Immunantwort sowie der 

Apoptose zuzuordnen. Einen zentralen Punkt bildet dabei der Transkriptionsfaktor NF-kB 

(nuclear factor NF-kappa-B), der unter anderem Teile der Immunantwort sowie des aktiven 

Zelltods reguliert (MERCURIO and MANNING 1999).  

 

 

Abb. 4: (A+B) Interaktionsnetzwerke der Kandidatengene dieser Arbeit (Fett, grau unterlegt) erstellt mit 

dem Programm IPA (Ingenuity Pathways Analysis, Ingenuity®). Durchgezogene Pfeile in der Graphik stehen 

für eine direkte, unterbrochene Pfeile für eine indirekte Interaktion zwischen den Genen. Jede Verbindung 

repräsentiert mindestens eine registrierte Referenz in der Ingenuity® Pathway Knowlegdge Base Datenbank. 
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3.1.1 Holistischer Transkriptomvergleich des Lebergewebes 

Mithilfe eines Transkriptomvergleichs wurden zunächst grundlegende Unterschiede zwischen 

der lokalen Zuchtlinie BORN und Importforellen aufgedeckt. Dazu wurde gesundes 

Lebergewebe beider Zuchtlinien auf einen 16k Salmoniden-cDNA-Microarray (GRASP: 

Genomics Research on Atlantic Salmon Project; VON SCHALBURG et al. 2008) hybridisiert 

und different exprimierte Gene identifiziert. Die Leber eignet sich als zentrales 

Stoffwechselorgan der Fische besonders gut für vergleichende Untersuchungen adaptiver 

Prozesse und ist als ein wesentliches Organ der Stressachse an der direkten und indirekten 

Stressantwort beteiligt. Sie wurde bereits im Rahmen anderer Studien für 

Transkriptomvergleiche zwischen Forellenlinien verwendet (PEMMASANI et al. 2011). So 

verglichen PEMMASANI et al.. (2011) das hepatische Transkriptom zweier sich in der 

Intensität ihrer Stressreaktion deutlich unterscheidender Forellenlinien und identifizierten so 

potentielle Genmarker.  

Von den 68 different regulierten Genen (19 nicht annotiert; fold-change ≥ 2.0) wurden elf 

für weitere Untersuchungen ausgewählt: RGN (Regucalcin; auch SMP30 - senescence marker 

protein-30), NELL2 (neural epidermal growth factor-like-like 2), PRR13 (proline-rich 13), 

MARCH5 (membrane-associated ring finger [C3HC4] 5), ISCU (iron-sulfur cluster scaffold), 

FTH1 (middle subunit of ferritin), SERPINA1 (alpha-1 antitrypsin), SERPINF2 (alpha-2 

antiplasmin), LEAP2 (liver-expressed antimicrobial peptide), FGL2 (fibroleukin), CLEC4E 

(macrophage-inducible C-type lectin). Für die Mehrzahl dieser Gene lagen bis dato keine 

forellenspezifischen Sequenzen vor. Als Auswahlkriterium dieser Gene diente, neben der 

signifikant unterschiedlichen Regulation zwischen den beiden Forellenlinien, ihr Einfluss auf 

Zellprozesse, die eine Rolle in der allgemeinen Stressreaktion spielen. Die Produkte der 

Kandidatengene RGN und NELL2 sind vor allem am Calcium-Transport beteiligt und somit 

wichtig für die Regulation der Ca
2+

-Homöostase der Zelle (KURODA and TANIZAWA 1999; 

TAKAHASHI and YAMAGUCHI 1995). Calcium ist ein zentrales Element zellulärer 

Signalweiterleitung (BERRIDGE 1997; MACHACA 2010). Die Aufrechterhaltung und 

Anpassung des Ionenhaushalts ist ein entscheidender Faktor der zellulären Stressreaktion. 

Zusätzlich legen Untersuchungen von KURODA and TANIZAWA (1999) eine Beteiligung von 

NELL2 als Signalmolekül an Wachstum und Differenzierung nahe (KURODA and TANIZAWA 

1999). Das Protein könnte daher eine wichtige Rolle bei der Regenerationsphase nach akuter 

Belastung spielen. Das Gen ISCU kodiert für ein wichtiges Aufbau- und Transportprotein von 

Eisen-Schwefel-Clustern [Fe-S-Cluster] (GARLAND et al. 1999). Diese Cluster sind unter 

anderem Kofaktoren elementarer Enzyme des Stoffwechsels, z.B. der NADH-Dehydrogenase 
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(BEINERT and KENNEDY 1993; GALANTE and HATEFI 1979; HAMPL et al. 2011). Wie schon in 

Abschnitt 1.2 beschrieben, wird der Stoffwechsel unter Stress vor besondere 

Herausforderungen gestellt. Die weiterhin im Leber-Transkriptomvergleich signifikant 

different regulierten Gene MARCH5, LEAP2, SERPINA1, FTH1, FGL2, CLEC4E und 

SERPINF2 kodieren für Proteine, die an der primären Immunantwort beteiligt sind und daher 

eine wichtige Rolle in der Pathogenabwehr der BORN-Forelle spielen könnten. Ein weiteres 

Kandidatengen ist PRR13, dessen Produkt im Menschen eine Resistenz gegen Zytostatika 

vermittelt (PAPADAKI et al. 2009). Die erhöhte Expression des Gens in der BORN-Forelle 

könnte auf einen Einfluss von PRR13 auf den Umgang der robusten Linie mit von 

Verschmutzung beeinträchtigter Wasserqualität hinweisen. In derselben Studie von PAPADAKI 

et al.. (2009) konnte die Regulation des proapoptotischen Proteins Trombospondin (TSP-1) 

durch PRR13 nachgewiesen werden und damit der Einfluss des Proteins auf die Aktivierung 

des aktiven Zelltods, welcher ein wichtiger Teil der zellulären Stressreaktion eines 

Organismus darstellt.  

 

3.1.2 Kandidatengene aus der Literatur  

In verschiedenen Studien wird auf die Bedeutung des aktiven Zelltods im Rahmen der 

Stressantwort eines Organismus hingewiesen (KÜLTZ 2005; SANCHEZ et al. 2011; 

WENDELAAR BONGA 1997). Bei einer stressinduzierten anhaltenden Überschreitung der 

individuellen Toleranzgrenze kommt es neben passivem (Nekrose) vor allem zu aktivem 

Zelltod (Apoptose). Der durch Stress ausgelöste Cortisolanstieg im Plasma sorgt nachweislich 

für eine Aktivierung apoptotischer Prozesse in der Zelle (MACKENZIE et al. 2006; WEYTS et 

al. 1998). Anders als durch Nekrose kann der Körper durch Apoptose zielgerichtet 

beschädigte Zellen abtöten, um eine Ausbreitung der Beschädigung oder Infektion auf 

umliegende Zellen zu verhindern und ihre Erneuerung zu ermöglichen. So zeigen z.B. 

Untersuchungen an Kiemengewebe und Epithelzellen der Buntbarsch-Art Oreochromis 

mossambicus sowie des Karpfens Cyprinus carpio nach Einfluss unterschiedlicher Stressoren 

eine hohe Rate an Apoptose und Nekrose verbunden mit vermehrter Mitose (WENDELAAR 

BONGA 1997). Dies spricht für eine gerichtete Erneuerung der Kiemenzellen, um einer 

Beschädigung entgegenzuwirken. 

Der zielgerichtete und effektive Einsatz von Apoptose als letztes Mittel, um eine 

langfristige Beschädigung der Körperzellen durch Stressoren abzuwehren, stellt somit einen 

Vorteil in der Bewältigung von Stress dar. Die grundlegenden Abläufe und Moleküle der 
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Apoptose stimmen in Mensch und Fisch überein (DOS SANTOS et al. 2008; KRUMSCHNABEL 

and PODRABSKY 2009; YAMASHITA 2003). Eine adaptive Anpassung der zielgerichteten 

Aktivierung des aktiven Zelltods könnte neben anderen Faktoren zu der erhöhten Robustheit 

der BORN-Forelle beitragen. Um dies zu untersuchen, wurden Gene, die für 

Schlüsselmoleküle der Apoptose kodieren  der Liste der Kandidatengene dieser Studie 

hinzugefügt: CASP3 (Caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase), CASP7 (Caspase 7) 

und CASP8 (Caspase 8) sowie das regulatorische Gen TPT1 (tumor protein, translationally-

controlled 1). Ihre Gensequenzen waren bisher in der Regenbogenforelle noch nicht 

charakterisiert. Während es sich bei Caspase 8 um eine Initiator-Caspase handelt, die bei 

Aktivierung die nachgeschaltete Kaskade auslöst, sind die Caspasen 3 und 7 Effektor-

Caspasen, die durch die Aktivierung nachgeschalteter Proteine zur endgültigen Zerstörung der 

Zelle führen (DOS SANTOS et al. 2008; SALVESEN and DIXIT 1997). Für TCTP 

(translationally-controlled tumor protein), Transkript des Gens TPT1, wurde hingegen eine 

antiapoptotische Wirkung nachgewiesen (SUSINI et al. 2008). Das Protein wurde ursprünglich 

im Mausmodel als Tumorprotein identifiziert. Neuere Studien ordnen es der Klasse der 

Hitzeschockproteine mit Funktionen eines Chaperons zu (GNANASEKAR et al. 2009). 

 

3.2 Neue Gensequenzen in der Forelle 

Für die Mehrzahl der Kandidatengene lagen zu Beginn der Arbeit noch keine Sequenzen für 

die Regenbogenforelle vor. Ihre molekulare Charakterisierung bildete daher die Grundlage für 

alle weiteren funktionalen Analysen und zukünftige Untersuchungen.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten die Gen-Sequenzen von zwölf 

Kandidatengenen in der Forelle aufgeklärt und in der Online-Datenbank NCBI (National 

Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) abgelegt werden 

(Tab. 2). Anhand der isolierten Sequenzen konnten im weiteren Verlauf genspezifische 

Primer für vergleichende Expressionsstudien konzipiert werden. Eine Herausforderung bei 

der Sequenzanalyse und Untersuchungen des Transkriptoms stellt die Problematik der 

Genduplikation dar. Im Gegensatz zu allen anderen Vertebraten unterliefen die echten 

Knochenfische vor etwa 226 bis 316 Millionen Jahren einer weiteren Verdopplung ihres 

Genoms. Während angenommen wird, dass diese Tetraploidisierung durch Rediploidisierung 

wieder aufgehoben wurde (AMOUTZIAS et al. 2010), ist eine erneute Genomduplikation 

innerhalb der Salmoniden, die vor 25 bis 100 Millionen Jahren stattfand, heute teilweise noch 

nachweisbar (HURLEY et al. 2007). Salmoniden gelten daher als pseudo-tetraploid. 
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Demzufolge kann ein Gen bei Forellen in mehrfacher Kopie vorhanden sein. Im Rahmen der 

Arbeit wurde für fünf der untersuchten Kandidatengene mehr als ein Gen nachgewiesen. Für 

ISCU, NELL2, MARCH5 und SERPINF2 wurden je zwei Gene gefunden. Für CASP3 konnten 

drei Gene in der Forelle identifiziert werden, von denen die cDNA-Sequenz einer Genvariante 

bereits in der NCBI Datenbank abgelegt wurde. Ein Problem, dass aus der Duplikation von 

Genen entsteht, ist die teilweise sehr hohe Sequenzhomologie zwischen den Varianten, vor 

allem im kodierenden Bereich (z.B. bis zu 91% bei ISCUA und ISCUB). Insbesondere das 

Ableiten genspezifischer Primer für Expressionsanalysen wird dadurch erheblich erschwert. 

Auch Microarray-Analysen an Salmoniden werden durch dieses Phänomen beeinträchtigt. Oft 

sind die auf Microarrays aufgebrachten Oligomere nicht ausreichend spezifisch für eine der 

jeweiligen Genvarianten. Die Ergebnisse holistischer Transkriptomanalysen bei Salmoniden 

können daher durch fehlerhafte Hybridisierung verfälscht werden. 

 

Tab. 2: GenBank Einträge (NCBI) der im Rahmen der Arbeit ermittelten Gen-Sequenzen in der Regenbogenforelle 

Gen  Datenbank ID  

Gensymbol Genprodukt  mRNA Protein gDNA  

PRR13 Proline-rich protein 13  NM_001195175 NP_001182104 FN668729  

ISCUA Iron-sulfur cluster scaffold protein a  NM_001171861 NP_001165332 HE648572  

ISCUB Iron-sulfur cluster scaffold protein b  NM_001256846 NP_001243775 HE648573  

RGN Regucalcin  NM_001246349 NP_001233278 FR846200  

NELL2A Neural epidermal growth factor-like-like protein 

2 a 

 NM_001199152 NP_001186081 ---  

NELL2B Neural epidermal growth factor-like-like protein 

2 b 

 NM_001164067 NP_001157539 ---  

MARCH5A Membrane-associated ring finger [C3HC4] 5 a  FN400889 CAZ64332 FN400890  

MARCH5B Membrane-associated ring finger [C3HC4] 5 b  FN677805 CBK39084 FR749991  

CASP8 Caspase 8  HE608242 CCE39579 ---  

CASP3 Caspase 3  NM_001246335  NP_001233264 ---  

SERPINF2A Alpha-2-antiplasmin a  FR677583 CBW45296 ---  

SERPINF2B Alpha-2-antiplasmin b  FR872890 CCB84818 ---  

 

Insgesamt weisen die abgeleiteten Proteinsequenzen in der Forelle überwiegend eine sehr 

hohe Konservierung mit den entsprechenden Sequenzen anderer Fische und höherer 

Vertebraten auf. Dies spricht für eine hohe biologische Bedeutung und lässt eine funktionelle 

Konservierung vermuten. Vergleichsweise geringere Sequenzhomologien fanden sich für das 

noch kaum untersuchte Protein PRR13 und das durch SERPINF2 kodierte Alpha-2-

antiplasmin. Allerdings liegen für PRR13 nur zwei weitere Einträge in den Datenbanken 

NCBI und ENSEMBL (www.ensembl.org) vor, die nicht einem Säugetier zuzuordnen sind. 

Daher war ein Sequenzvergleich fast nur mit Säugersequenzen möglich.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/312434004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255759980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/290784564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/354548764
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Insgesamt konnten die Sequenzen der noch nicht in der Forelle charakterisierten 

Kandidatengene im Rahmen der Arbeit beschrieben werden. Sie bildeten im weiteren Verlauf 

das Grundgerüst der vergleichenden Expressionsanalysen und ermöglichen in Zukunft 

weiterführende Untersuchungen, wie z.B. merkmalsassoziierte Studien oder auch 

Genkartierungen.   

 

3.3 Analyse des Expressionsprofils der Kandidatengene  

Anhand von semi-quantitativen und quantitativen Untersuchungen wurde die 

gewebespezifische Expression der Kandidatengene in der Forelle näher analysiert. Die 

quantitative Analyse bietet dabei den Vorteil einer ersten Einordnung des Transkriptlevels 

und die Möglichkeit des direkten quantitativen Vergleichs zwischen verschiedenen Genen. 

Allerdings ist dabei zu beachten, dass die gemessene Transkriptmenge der mRNA nicht 

zwangsläufig die Anzahl des translatierten Proteinmoleküls widerspiegelt, da weitere 

Regulationsmechanismen der Proteinbiosynthese die Proteinexpression von der 

Genexpression entkoppeln. Dennoch liefert die Erfassung der spezifischen Genexpression zu 

einem definierten Zeitpunkt unter definierten Bedingungen erste grundlegende Informationen 

über funktionelle Zusammenhänge zwischen Stressfaktor und stressassoziierten Genen sowie 

zu möglichen molekularen Antworten des Organismus auf die jeweilige Stresssituation. 

Zusätzlich zu gewebespezifischen Untersuchungen wurde der Einfluss von typischen 

Stressoren in der Aquakultur (Infektion und Temperatur) auf die Genexpression von Forellen 

der lokalen Zuchtlinie BORN sowie Importfischen vergleichend betrachtet. Damit wurde ein 

möglicher Zusammenhang zwischen der spezifischen Expression der Kandidatengene und der 

differenten Robustheit zwischen den Forellenlinien untersucht.   

 

3.3.1 Duplizierte Gene mit spezifischer Expression  

Im Laufe der Genomevolution verlieren duplizierte Gene oft ihre bis dahin vorhandene 

Funktion im Organismus und werden zu funktionslosen Pseudogenen. Behalten hingegen 

beide Gene ihre Funktionalität, können sie vollkommen verschiedene Aufgaben haben 

(Neofunktionalität) oder auch gemeinsam die ursprüngliche Funktion des Vorfahrengens 

erfüllen, die dieses vor der Duplikation inne hatte (Subfunktionalität) (FORCE et al. 1999). 

Meist sind Genduplikate kurz nach dem Duplikationsereignis noch redundant. Werden sie 

nicht im Evolutionsverlauf ausgeschaltet, entwickeln sie sich bei hohem selektivem Druck 
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sowohl in ihrer Expression als auch in der Übereinstimmung der Sequenzen ihrer kodierenden 

Genbereiche auseinander, neue Genfamilien können entstehen (LI, et al.., 2005).  

Bei den im Rahmen der Arbeit nachgewiesenen duplizierten Forellengenen handelt es sich 

nicht um im Laufe der Evolution stillgelegte Gene. Für alle konnte eine Expression in der 

Regenbogenforelle nachgewiesen werden (vergleiche Studien IV, VI, VII). Auffallend dabei 

ist, dass die jeweiligen Genvarianten ein divergentes Expressionsmuster aufweisen. Die 

Expression von MARCH5A ist vor allem auf die Immunorgane des Fisches, Kopfniere und 

Milz sowie die Kiemen beschränkt, während MARCH5B-Transkripte ubiquitär nachweisbar 

sind (vergleiche Studie VI). Ähnliches zeigt sich auch für die duplizierten Gene ISCUA und 

ISCUB sowie NELL2A und NELL2B. Sowohl ISCUB als auch NELL2B werden im Gegensatz 

zu ISCUA und NELL2A fast ausschließlich im Gehirn transkribiert (vergleiche Studien IV, 

VII). Die differenten Expressionsmuster der duplizierten Gene lassen zunächst eine jeweils 

eigenständige Funktion vermuten. Allerdings weisen neofunktionelle Gene nur noch 

marginale Sequenzhomologien auf. Die duplizierten Gene MARCH5A und B, ISCUA und B 

sowie NELL2A und B zeigen hingegen einen vergleichsweise hohen Grad an 

Übereinstimmung ihrer kodierenden Sequenzen. Daher erscheint eine subfunktionelle 

Aufgabenteilung wahrscheinlicher. Um dies zu klären, sind zukünftige Analysen der 

Proteinfunktion nötig. 

Interessanterweise zeigen die duplizierten Gene MARCH5 und NELL2 auch im Vergleich 

der beiden Forellenlinien ein unterschiedliches Expressionsmuster. Dies könnte auf eine 

abweichende Bedeutung der Genvarianten in BORN- und Importforellen hindeuten. Um 

diesen Sachverhalt ausreichend zu klären, sind ebenfalls weitere funktionelle Untersuchungen 

auf Proteinebene nötig, die nicht Teil dieser Arbeit waren.  

 

3.3.2 Grundlegend differente Genexpression von BORN-und Importforellen in stoffwechsel- 

und immunrelevanten Organen 

Mittels quantitativer Expressionsanalyse via qRT-PCR wurde das Transkriptlevel der 

Kandidatengene in verschiedenen stoffwechsel- und immunrelevanten Organen gesunder 

BORN- und Importforellen untersucht und die Ergebnisse des 16k-cDNA Leber-Chips 

validiert. Dabei wurden grundlegende Unterschiede zwischen den Forellenlinien vor allem im 

zentralen Stoffwechselorgan Leber, in den Immunorganen Niere und Milz sowie in den direkt 

mit der Umwelt in Kontakt stehenden Kiemen offen gelegt.  
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Die Ergebnisse des Microarray-basierten Vergleichs des Leber-Transkriptoms konnten für 

die Kandidatengene verifiziert werden (vergleiche Studien I-VI). Die zentrale Rolle der Leber 

sowohl als Stoffwechselorgan als auch als wichtiger Ort der Stressantwort lassen der 

differenten Expression der Kandidatengene in BORN- und Import-Forellen eine besondere 

Bedeutung zukommen. Die selektive Zucht der BORN-Forelle unter 

Brackwasserbedingungen könnte zu einer Anreicherung von Genotypen geführt haben, die in 

der Folge auch eine Anpassung der Expression von Genen wie RGN bewirken. Diese 

kontrollieren den Ionen-Haushalt der Forelle und stellen dadurch einen Anpassungsvorteil 

dar. In verschiedenen Studien wurde RGN bereits eine zentrale Rolle in der Wahrung der 

Ca
2+

-Homöostase in Leber und Niere von Säugern nachgewiesen (FUJITA et al. 1999; 

TAKAHASHI and YAMAGUCHI 1995). Für die oben genannte Annahme der angepassten 

Genotypen spricht auch die signifikant höhere Expression des Gens PRR13, dessen 

Proteinprodukt eine erhöhte Resistenz gegen natürliche Zytostatika vermittelt (PAPADAKI et 

al. 2009).  

Die vor allem in der Leber der BORN-Forellen im Vergleich zu Importforellen erhöhte 

Expression von Genen der Akuten-Phase Reaktion des Immunsystems wie LEAP2A, 

SERPINA, SERPINF2 und FTH1 könnte für die lokale Zuchtlinie einen generellen Vorteil im 

primären Schutz des Organs vor pathogenen Erregern bedeuten. Proteine der Akute-Phase-

Reaktion des Immunsystems werden primär in der Leber synthetisiert. Sie stellen auch im 

Fisch die erste unspezifische Verteidigung gegen Invasoren dar und schützen vor 

Gewebeschädigungen sowie akuten oder chronischen Infektionen (BAYNE and GERWICK 

2001; KUSHNER 1982).  

Nur teilweise bestätigt werden konnte die signifikante höhere hepatische Expression von 

FGL2 in der lokalen Zuchtlinie. Die direkte Verifizierung mittels qRT-PCR bestätigte die 

erhöhte Expression des immunregulatorischen Gens nicht. Dennoch konnte im Rahmen des 

Temperatur- und Infektionsexperiments durchaus ein signifikanter Expressionsunterschied 

des Gens in der Leber nachgewiesen werden (vergleiche Studie I).  

 

3.3.3 Expression nach Temperaturstress und Infektion 

Als poikilotherme Organismen hat die Wassertemperatur direkten Einfluss auf den 

Metabolismus und die meisten physiologischen Reaktionen von Fischen (FRY 1971). Gerade 

in nicht geschlossenen Aquakulturanlagen ist die Belastung durch starke saisonale 

Temperaturschwankungen für die Besatzfische hoch. Zusätzlich stellen auch bakterielle und 
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virale Infektionen eine Belastung dar und führen nicht selten zum Tod. Eine möglichst 

effektive Reaktion des Immunsystems ist daher überlebenswichtig. In ersten Vergleichen von 

BORN- mit Importforellen konnte ein anhaltendes Wachstum der lokalen Zuchtlinie unter 

stark erhöhten Sommertemperaturen sowie eine deutlich höhere Überlebensrate nach 

Infektion beobachtet werden (vergleiche Abb. 2A, B). Daraus resultiert die Annahme, dass 

die BORN-Forelle besser an lokale äußere Stressoren angepasst ist. Der Vergleich des 

Lebertranskriptoms (vergleiche Punkt 3.1.1) beider Forellenlinien sowie eine umfangreiche 

Literaturrecherche lieferten erste Anhaltspunkte dafür, dass diese Adaptationsleistung auch 

auf eine differente Regulation der betrachteten Kandidatengene zurückzuführen ist. Da bis zu 

dieser Arbeit für die Mehrzahl der Kandidatengene weder Gensequenzen und damit auch 

keine Expressionsstudien vorlagen, handelt es sich hierbei um erste grundlegende 

Untersuchungen. 

Aufgrund des Einflusses der Kandidatengene auf die Aufrechterhaltung der Zell-

Homöostase, der Kontrolle wichtiger Stoffwechselenzyme, der primären Immunantwort und 

Wundheilung sowie der Apoptose bestand die Erwartung, dass sie an der adaptiven 

Stressreaktion der BORN-Forelle beteiligt sind und sich dies auch in ihrem jeweiligen 

Expressionsprofil nach thermaler Belastung und Infektion widerspiegelt. Um die Regulation 

der Kandidatengene zu untersuchen, wurde ihre Expression in BORN- und Importforellen in 

einem Temperaturversuch (Temperaturanpassung an 8 °C und 23 °C) sowie parallel in 

Infektionsexperimenten mit dem Erreger A. salmonicida sowie dem Rhabdovirus VHSV 

miteinander verglichen. Zusätzlich lieferten entsprechende Vergleiche des Transkriptoms 

mittels Agilent 44k Oligo-Microarrays weitere Anhaltspunkte für darüber hinaus an der 

differenten adaptiven Stressreaktion beteiligte Gene.  

 

Ein temperaturabhängiges Expressionsniveau konnte für ISCUA und B, RGN, NELL2A und B, 

SERPINA1, FGL2, und FTH1 in beide Forellenlinien beobachtet werden, nicht aber für 

LEAP, SERPINF2A und CLEC4E. Das Expressionslevel von RGN, ISCUA und B sowie 

NELL2 ist in den meisten untersuchten Geweben bei 23 °C deutlich niedriger als bei 8 °C. Ein 

Grund hierfür ist in der starken energetischen Belastung der Forellen unter dieser kritischen 

Temperatur zu suchen. Bei Stress kommt es, wie bereits beschrieben, zu einer Umschichtung 

des Energieverbrauchs (BARTON 1987). Die Expression der Gene scheint in den 

entsprechenden Organen entsprechend abgesenkt zu werden. Diese Beobachtung machten 

auch PEMMASANI et al. (2011). Sie analysierten das hepatische Expressionsprofil in 

Regenbogenforellen, die stark bzw. vergleichsweise schwach auf Stressoren reagieren. Auch 
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sie gehen davon aus, dass die herunterregulierten Gene eine Reduzierung des 

Energieverbrauchs der Forellen widerspiegeln (PEMMASANI et al. 2011). In einer früheren 

Studie konnten CAIRNS et al. (2008) zeigen, dass die Herunterregulierung von Genen im Zuge 

einer Belastung von Forellen durch Stress bereits zwei Stunden nach Beginn des Stresses 

einsetzt und bis zu sieben Tage danach anhält (CAIRNS et al. 2008).  

Im Gegensatz zu der allgemeinen Absenkung des Expressionsniveaus der Kandidatengene 

bleibt die Expression von RGNin beiden Forellenlinien in der Leber bei 8 °C und 23 °C 

nahezu gleich. Für die Leber als wichtigstes Stoffwechselorgan ist die Aufrechterhaltung der 

Homöostasie in den Zellen gerade unter für den Organismus stressigen Umständen besonders 

wichtig. RGN ist in der Leber vor allem maßgeblich involviert an der Aufrechterhaltung der 

Ca
2+

-Homöostase (TAKAHASHI and YAMAGUCHI 1995) sowie der Differenzierung von 

Hepatozyten (FUJITA et al. 1999). Die Vermutung liegt nahe, dass durch die Wahrung eines 

konstanten Transkriptlevels in der Leber, der Ablauf der durch das Gen regulierten Prozesse 

gewährleistet ist.  

Basierend auf seiner Ca
2+

-Transportfähigkeit wird für NELL2 ebenfalls ein Einfluss auf 

zelluläre Signalprozesse vermutet (KIM et al. 2002). Zusätzlich haben NELSON et al. (2002) in 

ihren Untersuchungen eine Beteiligung von NELL2 an der Differenzierung von Muskelzellen 

nachgewiesen und diese Aussage in einer späteren Studie um die Annahme erweitert, dass 

NELL2 Einfluss auf die Differenzierung der Zellen hat, in denen es exprimiert wird (NELSON 

et al. 2004). Die Expression von NELL2A ist im Muskel der BORN-Forelle bei 23 °C im 

Vergleich zu 8 °C signifikant erhöht, was vermutlich auf die zusätzliche Wichtigkeit der oben 

genannten Funktionen des kodierten Proteins unter Stresseinfluss zurückzuführen ist und für 

die BORN-Forelle einen Vorteil bei der Regeneration des Gewebes darstellen könnte.  

Ähnlich wie bei der Temperaturänderung auf 8 °C bzw. 23 °C, konnte im Verlauf des 

Infektionsversuchs eine Verringerung der Expression einiger Kandidatengene beobachtet 

werden. Das Transkriptlevel von LEAP2A, SERPINA2A und B, FGL2, SERPINA1 und FTH 

fällt in den ersten drei Tagen nach Infektion sehr deutlich ab, erhöht sich aber nur teilweise im 

weiteren Verlauf wieder. Im Gegensatz dazu ist eine Erhöhung der Expression von NELL2A 

und B, MARCH5A und B sowie CLEC4E zu definierten Zeitpunkten im Infektionsverlauf zu 

beobachten. Wie schon im Vergleich der Expression in gesunden Forellen zeigen NELL2A 

und B sowie MARCH5A und B ein spezifisches Expressionsmuster der Genvarianten im 

Infektionsverlauf bzw. eine spezifische Expression der Varianten in den beiden 

Forellenlinien. Diese Beobachtung unterstützt die bereits angeführte Vermutung einer 

teilweise spezialisierten Funktion der Genvarianten.  
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Des Weiteren konnten Differenzen in der temperatur- und infektionsabhängigen 

Genexpression der Kandidatengene in BORN- und Importforellen offen gelegt werden. So 

wird NELL2 temperaturabhängig vor allem in Muskel und Körperniere der Fische different 

exprimiert. An Tag 7 nach der Infektion mit A. salmonicida zeigt vor allem NELL2A 

(signifikant), aber auch NELL2B (marginal signifikant) eine deutliche Hochregulierung seines 

renalen Transkriptlevels in der BORN-Forelle. Sowohl Importforellen als auch die lokale 

Zuchtlinie wiesen zu diesem Zeitpunkt deutliche Symptome der Furunkulose auf. 

Übereinstimmend mit der muskulären Expression des duplizierten Gens nach leichtem 

Temperaturstress, liegt auch hier die Vermutung nahe, dass der Einfluss von NELL2 auf die 

Ca
2+

-abhängige Signalweiterleitung sowie die Zelldifferenzierung in der BORN-Forelle zu 

diesem fortgeschrittenen Zeitpunkt der Infektion besonders wichtig ist. Nicht eindeutig 

geklärt werden kann, ob die Importforelle die mit dem Gen verknüpften Aufgaben different 

bewältigt oder eventuell aufgrund der fortschreitenden Infektion nicht mehr zu einer 

entsprechenden Regulation fähig ist.  

Das Akute-Phase-Gen CLEC4A zeigt im Infektionsverlauf in Importforellen eine deutlich 

markantere Regulation als in BORN-Forellen. Die Expression des Gens in BORN-Forellen ist 

an Tag 1 deutlich erhöht und bleibt bis Tag 21 im Verhältnis zum Ausgangswert erhöht. In 

Importforellen hingegen steigt das Transkriptlevel erst an Tag 3, dafür aber deutlich stärker an 

und sinkt bis Tag 14 noch unter das Ausgangsniveau zurück. CLEC4A ist durch die 

Erkennung von PAMPs und DAMPs (damage associated molecular pattern) an der 

Immunantwort beteiligt (YAMASAKI et al. 2009). Die etwas verzögerte aber damit heftigere 

Reaktion der Import-Forellen könnte einerseits auf eine effektivere Funktion von CLEC4A in 

Import-Forellen hindeuten. Andererseits könnte die schnellere und konstantere, dafür aber 

schwächere Erhöhung der Expression von CLEC4A in der BORN-Forelle auch auf eine 

bereits besser adaptierte Reaktion der lokalen Zuchtlinie auf Infektionen hinweisen.    

Ein deutlicher Anstieg der Transkriptmenge bei Wassertemperaturen von 23 °C ist für die 

Akute-Phase-Gene SERPINA1 und FGL2 in Importforellen und für FTH1 in BORN-Forellen 

nachweisbar. Die Expression von FTH1 in der lokalen Zuchtlinie hat sich im Verhältnis zu 

ihrem Niveau bei 8 °C sogar verdoppelt. FTH1 kodiert für eine Untereinheit des Protein-

Komplexes Ferritin, dem zentralen zellulären Eisenspeicher-Protein. Da bakterielle Erreger 

Eisen benötigen (JUNG and KRONSTAD 2008), konkurriert der Erreger bei einer Infektion des 

Fisches mit dem essenziellen eisenbindenden Protein Ferritin aktiv um das Metall. Die 

erhöhte Expression von FTH1 in der BORN-Forelle könnte folglich zu einem Vorteil für die 

lokale Zuchtlinie führen, da Ferritin die Verbreitung von Pathogenen im Organismus durch 
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vermehrte Eisenbindung einschränken könnte. Allerdings konnten nach A. salmonicida-

Infektion nur marginale Unterschiede in der Expression des Gens in BORN- und 

Importforellen nachgewiesen werden. Hier wäre ebenfalls eine deutlich erhöhte FTH1 

Expression in der lokalen Zuchtlinie zu erwarten gewesen, um von einer spezifischen 

adaptiven Anpassung der Expression des Gens ausgehen zu können.  

Das ebenfalls für ein eisenbindendes Protein kodierende Gen ISCU ist zwar auf dem 

Agilent 44k Oligo-Microarray an Tag 7 und 21 nach Infektion in Kieme und Kopfniere 

hochsignifikant verschieden zwischen den beiden Forellenlinien reguliert, aber diese 

Ergebnisse konnten unter Verwendung der qRT-PCR nicht validiert werden. Allerdings ist 

hierbei zu beachten, dass das Gen ISCU in der Forelle dupliziert vorliegt. Die auf den 

Microarray aufgebrachten Oligomere wurden allerdings, aufgrund bisher fehlender 

Forellensequenzen des duplizierten Gens in den Datenbanken, nicht eindeutig den Varianten 

ISCUA oder ISCUB zugeordnet, wodurch es zu Fehlhybridisierungen und damit falschen 

Ergebnissen kommen kann.  

 

Insgesamt konnte für die Mehrzahl der Kandidatengene eine temperatur- und/oder 

infektionsabhängige Regulation der Expression in beiden Forellenlinien belegt werden. Aus 

diesen Beobachtungen lässt sich schließen, dass die entsprechenden Gene einen Einfluss auf 

die Regulation von Zellprozessen haben, die an der Reaktion auf Temperatur- und/oder 

Infektionsstress in der Forelle beteiligt sind. Zusätzlich spricht die differente Expression 

einiger Gene in der lokalen Zuchtlinie BORN - im Vergleich zu Importforellen - für eine 

durch natürliche Selektion bedingte spezifische Anpassung der BORN-Forelle an die lokalen 

Haltungs- und Zuchtbedingungen im Boddenwasser der Ostsee.  

 

3.3.4 Differente Aktivierung der Apoptose in BORN- und Importforellen nach Infektion 

Im Rahmen der Analyse der Genregulation nach Infektion wurde auch die Aktivierung der 

Apoptose vergleichend zwischen den beiden Forellenlinien untersucht. Neben anderen 

adaptiven Anpassungen könnte auch eine differente Regulation dieses aktiven Prozesses eine 

unterschiedliche Robustheit der beiden Zuchtlinien bei einer Infektion beeinflussen. Da die 

deutliche Vergrößerung und dunkle Verfärbung der Niere auf eine starke Belastung durch den 

Erreger hinwies, wurde die renale Genregulation zu vier Zeitpunkten der Infektion analysiert. 

Insgesamt wurde die Regulation von 47 an Abläufen der Apoptose beteiligten Genen des 

verwendeten Agilent 44k Oligo-Microarrays untersucht. Unter ihnen die Kandidatengene 

CASP3, CASP7 und CASP8.  
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Insgesamt zeigt sich, dass in beiden Forellenlinien die Apoptose nach Infektion aktiviert 

wird. Da sowohl BORN als auch Importforellen im Infektionsverlauf deutliche Merkmale der 

Erkrankung Furunkulose aufwiesen, war eine Aktivierung des aktiven Zelltods in beiden 

Zuchtlinien zu vermuten. Allerdings sind regulatorische Unterschiede vor allem 7 Tage nach 

der Infektion mit A. salmonicida zu erkennen. Zu diesem Zeitpunkt sind in Importforellen 

acht Gene des Apoptose-Signalwegs signifikant reguliert, davon sieben hoch- und eines 

runterreguliert. Signifikant erhöht ist unter anderem die Expression des Liganten TNFα 

(tumor necrosis factor-alpha), durch dessen Bindung an entsprechende Rezeptoren der Zelle 

eine Aktivierung oder auch Hemmung der Apoptose über die Caspase-Kaskade bzw. den 

Transkriptionsfaktor NF-kB ausgelöst wird (RATH and AGGARWAL 1999). Allerdings war die 

renale Expression eines NF-kB-Inhibitors an Tag 7 ebenfalls signifikant erhöht, so dass eine 

pro-apoptotische Reaktion vermutet werden kann. Unterstützt wird diese Annahme durch die 

ebenfalls verstärkte Expression der für finale Proteine der Apoptose kodierenden Gene 

ACTA2 (smooth muscle aortic alpha-actin) und ACIN1 (apoptotic chromatin condensation 

inducer in the nucleus). Ihre Transkripte lösen zusammen mit anderen Proteinen die 

endgültige Zersetzung der Zelle aus.  

In der BORN-Forelle ist 7 Tage nach Infektion die Expression des Apoptose-hemmenden 

Gens BCL-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) gesenkt und die des Gens der CASP9 erhöht. Dies 

spricht für die Aktivierung der Apoptose in der lokalen Zuchtlinie über den intrinsischen Weg 

der Kaskade. Dieser wird durch die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien und 

anschließender CASP9-Aktivierung ausgelöst (DOS SANTOS et al. 2008). Auffallend ist, dass 

in den BORN-Forellen deutlich weniger Gene zu den untersuchten Zeitpunkten reguliert sind 

als in Importforellen. Vermutlich spiegelt dies eine zeitliche Verschiebung der 

entsprechenden Abläufe der Apoptose in der lokalen Zuchtlinie wider. Allerdings kann dieser 

Zusammenhang nur durch die vergleichende Analyse weiterer Zeitpunkte geklärt werden.  
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4. Fazit und Ausblick 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Gene zu identifizieren und molekulargenetisch zu 

charakterisieren, die an der erhöhten Robustheit und Stresstoleranz der lokalen Zuchtlinie 

BORN im Vergleich zu importierten Forellen beteiligt sind. Auf Basis eines holistischen 

Leber-Transkriptomvergleichs gesunder Forellen beider Linien sowie Literaturrecherche 

wurden fünfzehn Kandidatengene identifiziert. Aufgrund ihrer Funktion sowie ihrer 

differenten Regulation in beiden Forellenlinien wurde angenommen, dass sie, ergänzend zu 

klassischen Stressgenen, eine wichtige Rolle bei der adaptiven Stressreaktion spielen.  

Die Charakterisierung der Sequenzen der Kandidatengene war ein Hauptziel der 

vorliegenden Arbeit. Es konnte gezeigt werden, dass viele der Gene angesichts einer additiven 

Genomduplikation innerhalb der Salmoniden in der Regenbogenforelle mehrfach vorliegen. 

Infolge der hohen Sequenzhomologien der duplizierten Gene wurden die anschließenden 

Analysen der spezifischen Genexpression erschwert. Durch die Charakterisierung der 

jeweiligen Gensequenzen liefert die Arbeit einen wesentlichen Beitrag für zukünftige 

funktionale Untersuchungen der Gene. Interessant wären dabei die Analyse ihrer spezifischen 

Funktion in der Regenbogenforelle im Vergleich zum Menschen sowie eine Verknüpfung 

dieser zellulären Funktionen mit einer phänotypischen Merkmalsausprägung. 

Was den Einfluss der Kandidatengene auf die differente Robustheit der beiden 

Forellenlinien betrifft, müssen die Ergebnisse der vergleichenden Expressionsanalysen der 

Gene in gesunden Forellen sowie nach Belastung durch kritische Temperaturen und Infektion 

differenziert betrachtet werden. Zwar konnte für die Kandidatengene eine differente 

Expression zwischen gesunden Forellen der lokalen Linie BORN und Importforellen 

nachgewiesen werden, allerdings zeigten sich nur bei einigen der Gene grundlegende 

Unterschiede zwischen gestressten Fischen beider Zuchtlinien. Daher kann zwar auf eine 

unterschiedliche Bedeutung der Gene in beiden Forellenlinien geschlossen werden, ein 

Einfluss auf die erhöhte Stresstoleranz der BORN-Forelle ist allerdings nicht eindeutig 

nachzuweisen. Dieser Aspekt bedarf weiterer Analysen. Dabei sei außerdem darauf 

verwiesen, dass im Rahmen der vergleichenden holistischen Expressionsanalysen zwischen 

temperaturgestressten sowie durch Infektion belasteten Forellen beider Linien weitere 

signifikant different regulierte Gene identifiziert werden konnten (siehe Anhang). Diese 

stellen mögliche zukünftige Kandidatengene für Untersuchungen zur erhöhten Robustheit 

regionaler Zuchtlinien dar. 
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Abschließend kann festgestellt werden, dass die vorliegende Arbeit einen wichtigen Beitrag 

zur Aufklärung der Haupthypothese des DIREFO-Projektes liefert, die erhöhte Robustheit der 

BORN-Forellen sei genetisch manifestiert. Gestützt wird die Hypothese durch im Rahmen der 

Arbeit nachgewiesene eindeutige Varianzen in der Genregulation sowohl zwischen gesunden 

als auch gestressten Fischen der Zuchtlinie BORN und Importforellen. Allerdings waren 

Untersuchungen zur Korrelation dieser Unterschiede mit der funktionellen und 

phänotypischen Ausprägung in den Regenbogenforellen nicht Bestandteil der vorliegenden 

Arbeit. Dieser Zusammenhang sollte in zukünftigen Projekten, wie dem von 2012 – 2014 

geplanten „Campus bio-FISCH M-V (Biologisches Funktionales & Immunologisches 

Screening zur CHarakterisierung regional selektierter Nutzfischarten in M-V, Projektnummer 

VI-560/7308-4)―, genauer untersucht werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bilden 

daher eine Grundlage für diese weiterführenden Untersuchungen.  
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5. Zusammenfassung 

Die zunehmende Überfischung der Weltmeere bei gleichzeitig weltweit steigendem Bedarf an 

hochwertigem Fisch und Fischerzeugnissen hat die wirtschaftliche Bedeutung der 

nachhaltigen Fischzucht in Aquakulturanlagen in den letzten Jahren markant ansteigen lassen. 

Der Einsatz möglichst robuster Zuchtlinien als Besatz ist dabei besonders wichtig, um 

stressbedingte Verluste durch typischerweise in der Aquakultur auftretende äußere Stressoren 

wie z. B. saisonale Temperaturschwankungen, Infektionen oder auch Verschmutzung 

möglichst gering zu halten. Die an Brackwasser adaptierte lokale Regenbogenforellenlinie 

BORN hat sich im direkten Vergleich mit kommerziell in der Aquakultur eingesetzten 

Importforellen als besonders robust in ihrer Reaktion auf Stressoren gezeigt. Über die dem 

Merkmal Robustheit zugrundeliegenden genetischen Ursachen war zu Beginn der 

vorliegenden Arbeit nur wenig bekannt. Ziel dieser Arbeit war es daher, einen Beitrag zur 

Aufklärung der molekulargenetischen Mechanismen der differenten Stresstoleranz von 

BORN- und Importforellen zu leisten. Dafür sollten Gene und Stoffwechselwege identifiziert 

und molekulargenetisch charakterisiert werden, die zusätzlich zu klassischen Stressgenen an 

der differenten Stressantwort der BORN-Forelle beteiligt sind. 

Auf der Basis eines holistischen Leber-Transkriptomvergleichs gesunder 

Regenbogenforellen beider Zuchtlinien konnten elf Kandidatengene (PRR13, ISCU, NELL2, 

MARCH5, RGN, FGL2, LEAP2, SERPINA1, SERPINF2, CLEC4E, FTH1) identifiziert 

werden, vier weitere (CASP3, CASP7, CASP8, TPT-1) wurden aus der Literatur gewählt. Im 

Rahmen der Arbeit wurde die Mehrzahl der Gene in der Regenbogenforelle erstmalig 

strukturell charakterisiert und beschrieben. Die Sequenzen bildeten die Grundlage der 

vergleichenden Expressionsanalysen der Arbeit und stellen einen grundlegenden Beitrag für 

zukünftige funktionelle Analysen der Gene in der Regenbogenforelle dar. Des Weiteren 

zeigte sich, dass fünf der Kandidatengene (ISCU, NELL2, SERPINF2, CASP3) in der Forelle 

mehrfach vorliegen, was auf eine zusätzliche Duplikation des Genoms der Salmoniden in der 

Evolution zurückzuführen ist. Analysen der Expression ergaben, dass es sich dabei nicht um 

stillgelegte, sondern um transkribierte Gene handelt. Auch konnte gezeigt werden, dass die 

Genvarianten ein divergentes Expressionsmuster in der Forelle sowie teilweise auch zwischen 

der lokalen Zuchtlinie BORN und Importforellen aufweisen. 

Im Weiteren ergaben vergleichende Untersuchungen zwischen gesunden Forellen der 

lokalen Zuchtlinie BORN und Importforellen markante Unterschiede in der Expression der 

Kandidatengene, was auf eine differente Bedeutung der Gene in beiden Linien schließen lässt. 
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Die Expressionsanalyse der Kandidatengene nach Stress durch kritische Temperaturen sowie 

Infektion zeigte ebenfalls Unterschiede in der Genregulation beider Zuchtlinien, allerdings 

nur partiell, so dass eine klare Korrelation zwischen Expression der Kandidatengene und 

erhöhter Stresstoleranz der BORN-Forelle nicht eindeutig nachzuweisen ist. Weiterführende 

funktionale Untersuchungen sind erforderlich, um diesen Zusammenhang eindeutig zu klären. 

Insgesamt liefert die vorliegende Arbeit einen wesentlichen Beitrag zur Aufklärung der 

Annahme, dass der erhöhten Robustheit und Stressresistenz der lokalen Forellenlinie BORN 

eine genetische Ausprägung zugrunde liegt. 
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6. Summary 

Successful and purposeful fish farming has been gaining in importance increasingly during 

the years, due to the worldwide rising demand for fish and fish products and the in parallel 

continuously overfishing of the oceans. Therefore the forming of robust breeding-lines is of 

high relevance to minimize losses caused by stressful conditions like annual temperature 

fluctuations, infection or pollution. The local rainbow trout selection strain BORN is raised in 

brackish water of the Baltic Sea. It has been shown to be less susceptible towards different 

stressors than imported breeding-lines commercially used in aquaculture farms. Little is 

known about the genetic background of this phenomenon so far. Hence, the objective of this 

thesis was to contribute to the understanding of the distinct stress tolerance of BORN and 

imported rainbow trout. Therefore, the aim was to identify and characterize candidate genes 

that are, additionally to already known genes responding to stress, involved in the different 

stress response of BORN trout. 

The eleven candidate genes PRR13, ISCU, NELL2, MARCH5, RGN, FGL2, LEAP2, 

SERPINA1, SERPINF2, CLEC4E and FTH1 were identified by comparative transcriptome 

analysis of liver tissue; the four candidate genes CASP3, CASP7, CASP8 and TPT-1 were 

selected by literature research. In the present study, the majority of the candidate genes are 

molecularly characterized in rainbow trout, being first described in this salmonid at all. The 

respective sequences were essential for the comparative expression analysis of this study and 

will contribute to functional investigations in the future. Moreover, the survey revealed that 

due to an additional round of genome duplication in salmonid fish, more than one gene copy 

of the candidate genes ISCU, NELL2, MARCH5, SERPINF2 and CASP3 has been identified 

in rainbow trout. Expression analyses gave evidence of the functionality of these genes on 

mRNA level. Additionally, the gene variants showed a deviating expression pattern in trout in 

general, as well as a partially different mRNA expression in BORN and imported rainbow 

trout.  

Comparative analyses between healthy rainbow trout of the local selection strain BORN 

and an imported breeding-line revealed remarkable differences in the expression of the 

candidate genes. This led to the conclusion that they might be of different functional 

importance in both lines. Expression analyses of the candidate genes after stress caused by 

infection and challenging temperatures also reflect these strain specific expression profiles. 

Since these findings were only partially, a clear correlation between gene expression and 

elevated stress tolerance of BORN trout cannot be proven. Further functional analyses are 

necessary to clarify this relationship in detail. 
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All in all, this thesis substantially contributes to the hypothesis of a genetically 

manifestation of the higher robustness and stress tolerance of the local breeding-line BORN.
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8. Anhang 

Anhang I:  

Initialer Leber-Transkriptomvergleich der vorliegenden Arbeit: 

16k Salmoniden-cDNA-Microarray (GRASP); Leber BORN-Forellen gesund vs. Importforellen gesund 

(68 regulierte Gene: 33 Gene hochreguliert, 35 Gene runterreguliert) 

Gen-Bank ID (NCBI) Genname fold-change p-value 

CB497981 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L3 5.32 7.46558E-06 

CB514334 UNKNOWN 4.08 2.24613E-08 

CB496481 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex 

subunit 11, mitochondrial precursor 

3.70 1.77784E-08 

CB494163 Alpha-2-antiplasmin precursor 3.22 9.30821E-14 

CB499782 ADP-ribosylation factor 4 3.20 5.78596E-15 

CB505295 40S ribosomal protein S3a 3.10 2.16251E-08 

CA039942 UNKNOWN 3.03 5.77746E-05 

CA055538 UNKNOWN 2.96 3.92137E-08 

CA038885 Salmo salar zonadhesin-like gene, complete cds and 3' 

UTR 

2.76 9.92738E-10 

CA050472 UNKNOWN 2.75 2.95702E-10 

CB493710 PREDICTED: Danio rerio hypothetical LOC556945 

(LOC556945), mRNA 

2.63 1.01552E-06 

CB501721 UNKNOWN 2.61 1.03344E-10 

CB512162 UNKNOWN 2.56 5.93814E-07 

CA056704 Radixin 2.49 0.000114138 

CK990379 Tenascin precursor [Tenascin-C in serum: a 

questionable tumor marker.] 

2.33 4.81487E-11 

CB516516 Proline-rich protein 12 2.30 6.41231E-15 

CB512918 ADAM 23 precursor 2.27 0.000110674 

CB517229 PREDICTED: Gallus gallus similar to KIAA0938 

protein (LOC417869), misc RNA 

2.25 0.001267904 

CB514370 Tripartite motif-containing protein 16 2.23 5.71679E-05 

CA038296 UNKNOWN 2.18 0.000140062 

CB504316 UNKNOWN 2.14 6.9711E-06 

CA057957 Peptidylprolyl isomerase domain and WD repeat-

containing protein 1 

2.13 6.35075E-05 

CA043877 DNA-directed RNA polymerases I, II, and III subunit 

RPABC2 

2.12 0.000364018 

CA059573 UNKNOWN 2.12 0.001003371 

CB490914 Fumarylacetoacetase 2.12 4.25311E-05 

CB492283 interferon inducible protein 1 [Oncorhynchus mykiss] 2.08 5.87289E-11 
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Gen-Bank ID (NCBI) Genname fold-change p-value 

CB511924 UNKNOWN 2.08 3.63103E-05 

CB494112 Ribosome-binding protein 1 2.08 3.22026E-05 

CA055486 Fibroleukin precursor 2.05 1.36977E-14 

CA063996 THO complex subunit 4 2.05 0.001094653 

CB498311 Retinol-binding protein II, cellular 2.05 3.05739E-05 

CA063234 Cornichon homolog 4 2.05 0.000984481 

CB509952 UNKNOWN 2.02 2.40736E-09 

CA051867 steroidogenic acute regulatory protein 0.48 0.000515913 

CB494195 Reticulon-3 0.45 4.23381E-07 

CB502459 Transcription factor MafB 0.44 1.66454E-06 

CA057292 UNKNOWN 0.44 2.84157E-14 

CB488781 Oncorhynchus mykiss SYPG1 (SYPG1), PHF1 

(PHF1), and RGL2 (RGL2) genes, complete cds; 

DNaseII pseudogene, complete sequence; LGN-like, 

PBX2 (PBX2), NOTCH-like, TAP1 (TAP1), and 

BRD2 (BRD2) genes, complete cds; and MHCII-alpha 

and Raftlin-like pseudogenes 

0.44 3.37502E-11 

CB492687 Regucalcin 0.43 1.55921E-05 

CA042290 antimicrobial peptide 2A (LEAP-2A) Oncorhynchus 

mykiss liver-expressed  

0.42 2.4917E-08 

CA057553 UNKNOWN 0.41 0.000230822 

CA062966 UNKNOWN 0.40 2.17788E-06 

CB493963 LIM domain-binding protein 3 0.39 1.69673E-20 

CB496739 Fructose-bisphosphate aldolase A 0.39 6.57777E-07 

CB511033 Diamine acetyltransferase 1 0.37 5.65105E-07 

CA057213 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial precursor 0.36 1.03332E-06 

CA060384 Amyloid-like protein 2 precursor 0.35 8.08129E-07 

CB514640 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 0.34 5.23892E-05 

CA054580 Transforming protein RhoA precursor 0.34 1.40876E-08 

CA052085 Coatomer subunit delta 0.34 2.1563E-12 

CB510137 UNKNOWN 0.31 1.43211E-11 

CA054581 Ephexin-1 0.29 2.99764E-05 

CB512660 UNKNOWN 0.29 1.37331E-05 

CA057293 UNKNOWN 0.26 4.41414E-15 

CA063225 Proline-rich protein 13 0.25 0.001262863 

CB512504 Four and a half LIM domains protein 1 0.25 1.12135E-08 

CB493689 Protein kinase C-binding protein NELL2 precursor 0.25 3.82532E-09 

CA051589 UNKNOWN 0.23 5.00594E-05 

CB514106 Vesicle-associated membrane protein-associated 

protein A 

0.23 3.30074E-12 
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Gen-Bank ID (NCBI) Genname fold-change p-value 

CA037556 Alpha-1-antitrypsin homolog precursor 0.21 4.01414E-18 

CB494189 Ubiquitin 0.21 3.53974E-20 

CA061276 Iron-sulfur cluster assembly enzyme ISCU, 

mitochondrial precursor 

0.20 9.97567E-21 

CA055404 Dehydrodolichyl diphosphate synthase 0.18 6.85677E-10 

CB498239 Protein-arginine deiminase type-2 0.18 1.29986E-26 

CA057512 E3 ubiquitin-protein ligase MARCH5 0.13 5.27486E-07 

CA061481 Sel-1 homolog precursor 0.08 8.58639E-05 

CA059431 UNKNOWN 0.08 4.34679E-07 

CB494589 Glycogen phosphorylase, muscle form 0.07 0.000468018 



Anhang 

113 

Anhang II:  

Exemplarisch für die vergleichenden Transkriptomanalysen dieser Arbeit:  

44k Oligo-Microarray (Agilent): Infektion mit A. salmonicida Niere BORN 7d vs. Import 7d  

(Top 100 der regulierten Gene: 33 hochreguliert, 77 runterreguliert)  

Gen-Bank ID (NCBI) Genname fold-change p-value 

A_05_P484307 Cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial 

precursor 

689.88 0.004 

A_05_P431587 Ubiquitin 191.39 0.046 

A_05_P443252 UNKNOWN 164.96 0.004 

A_05_P485457 UNKNOWN 101.32 0.006 

A_05_P276169 UNKNOWN 85.33 0.000 

A_05_P452722 Nucleolar protein 14 85.25 0.020 

A_05_P470742 UNKNOWN 83.97 0.016 

A_05_P251714 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 72.15 0.002 

A_05_P466192 Uncharacterized protein C13orf27 64.27 0.006 

A_05_P478967 Granulins precursor 48.26 0.005 

A_05_P376427 Transposable element Tcb1 transposase 32.48 0.020 

A_05_P422042 UNKNOWN 32.12 0.008 

A_05_P411697 Calponin-2 31.81 0.004 

A_05_P417552 N(6)-adenine-specific DNA methyltransferase 2 25.75 0.006 

A_05_P279712 Tyrosine-protein kinase ITK/TSK 24.34 0.010 

A_05_P327037 UNKNOWN 23.58 0.035 

A_05_P251329 Fatty acid-binding protein, liver-type 21.53 0.033 

A_05_P355682 Allantoinase 21.48 0.039 

A_05_P446062 Transmembrane emp24 domain-containing protein 2 

precursor 

21.44 0.014 

A_05_P363462 UNKNOWN 17.74 0.002 

A_05_P272874 UNKNOWN 16.90 0.038 

A_05_P260854 BRO1 domain-containing protein BROX 16.56 0.021 

A_05_P435887 Splicing factor 3A subunit 3 14.82 0.012 

A_05_P309057 Rab GTPase-activating protein 1 14.24 0.003 

A_05_P372147 UNKNOWN 13.94 0.016 

A_05_P377677 S-methyl-5'-thioadenosine phosphorylase 12.56 0.016 

A_05_P326407 UNKNOWN 11.41 0.042 

A_05_P443722 Gastrulation-specific protein G12 10.58 0.036 

A_05_P431932 UNKNOWN 10.34 0.008 

A_05_P350122 UNKNOWN 9.89 0.003 

A_05_P439872 Gamma-crystallin M2 9.76 0.041 

A_05_P455477 Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP], 

mitochondrial precursor 

9.70 0.033 
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Gen-Bank ID (NCBI) Genname fold-change p-value 

A_05_P454262 UNKNOWN 9.67 0.022 

A_05_P452267 Serine incorporator 1 -729.28 0.007 

A_05_P276745 UNKNOWN -69.70 0.006 

A_05_P312482 UNKNOWN -47.56 0.001 

A_05_P348272 UNKNOWN -39.12 0.036 

A_05_P265774 UNKNOWN -38.50 0.022 

A_05_P386177 Cathepsin L2 precursor -25.45 0.043 

A_05_P301312 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha 

subcomplex subunit 4-like 2 

-21.91 0.009 

A_05_P358437 UNKNOWN -20.54 0.028 

A_05_P315207 UNKNOWN -20.15 0.003 

A_05_P279287 Secretagogin -20.11 0.002 

A_05_P266624 GSK-3-binding protein -18.24 0.009 

A_05_P450767 UNKNOWN -17.17 0.000 

A_05_P325987 UNKNOWN -17.14 0.004 

A_05_P448057 UNKNOWN -16.24 0.017 

A_05_P325932 UNKNOWN -15.76 0.007 

A_05_P441777 Zona pellucida sperm-binding protein 2 precursor -15.66 0.011 

A_05_P257294 UNKNOWN -15.66 0.032 

A_05_P255729 UNKNOWN -15.54 0.001 

A_05_P319242 UNKNOWN -15.47 0.001 

A_05_P351892 Heat shock protein 30 -14.98 0.045 

A_05_P271244 Putative deoxyribose-phosphate aldolase -14.66 0.006 

A_05_P354532 UNKNOWN -13.83 0.002 

A_05_P457237 UNKNOWN -13.57 0.034 

A_05_P401642 UNKNOWN -13.54 0.032 

A_05_P346622 UNKNOWN -13.44 0.000 

A_05_P487887 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) 

subunit gamma-3 precursor 

-13.15 0.011 

A_05_P328152 Tetratricopeptide repeat protein 21B -13.13 0.013 

A_05_P287777 UNKNOWN -12.95 0.001 

A_05_P351512 UNKNOWN -12.87 0.003 

A_05_P388112 Troponin C, skeletal muscle -12.77 0.006 

A_05_P449722 Annexin A13 -12.65 0.009 

A_05_P471962 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 4 -12.62 0.022 

A_05_P372592 Protein FAM50A -12.08 0.011 

A_05_P297002 UNKNOWN -11.19 0.031 

A_05_P277487 SH3 domain-binding glutamic acid-rich protein -11.19 0.040 

A_05_P410072 Prestin -11.03 0.039 

A_05_P358842 UNKNOWN -11.02 0.043 



Anhang 

115 

Gen-Bank ID (NCBI) Genname fold-change p-value 

A_05_P327637 UNKNOWN -10.95 0.042 

A_05_P391592 Histone acetyltransferase PCAF -10.72 0.000 

A_05_P389087 Secretogranin-3 precursor -10.49 0.004 

A_05_P490392 UNKNOWN -10.38 0.048 

A_05_P388417 UNKNOWN -10.34 0.034 

A_05_P279477 UNKNOWN -10.24 0.020 

A_05_P426662 UNKNOWN -10.19 0.013 

A_05_P303212 UNKNOWN -9.82 0.001 

A_05_P393327 UNKNOWN -9.76 0.005 

A_05_P466277 Lysosomal alpha-mannosidase precursor -9.56 0.001 

A_05_P445092 UNKNOWN -9.52 0.006 

A_05_P360637 UNKNOWN -9.41 0.036 

A_05_P356952 UNKNOWN -9.21 0.029 

A_05_P298782 Sushi domain-containing protein 1 precursor -9.16 0.047 

A_05_P392762 Nucleolin -9.16 0.011 

A_05_P486562 Septin-6 -9.14 0.006 

A_05_P336262 UNKNOWN -9.12 0.004 

A_05_P293827 Homeobox protein MOX-2 -9.07 0.032 

A_05_P414302 UNKNOWN -9.05 0.006 

A_05_P331567 UNKNOWN -8.98 0.001 

A_05_P336592 UNKNOWN -8.96 0.030 

A_05_P357997 CMRF35-like molecule 8 precursor -8.92 0.027 

A_05_P339117 FKBP12-rapamycin complex-associated protein -8.92 0.006 

A_05_P491747 UNKNOWN -8.91 0.012 

A_05_P484767 UNKNOWN -8.82 0.015 

A_05_P330767 B-cell scaffold protein with ankyrin repeats -8.75 0.002 

A_05_P290972 UNKNOWN -8.74 0.005 

A_05_P487427 UNKNOWN -8.72 0.005 

A_05_P297397 UNKNOWN -8.55 0.001 

A_05_P473552 UNKNOWN -8.54 0.033 
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Anhang III: 

Exemplarisch für die vergleichenden Transkriptomanalysen dieser Arbeit: Heatmap der Top 100 der regulierten Gene des 44k Oligo-Microarrays (Agilent) nach Infektion mit A. 

salmonicida (Niere BORN 7d vs. Import 7d)
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Anhang IV: 

Exemplarisch für die vergleichenden Transkriptomanalysen dieser Arbeit: Cluster Dendrogram des 44k Oligo-

Microarrays (Agilent) nach Infektion mit A. salmonicida (Niere BORN 7d vs. Import 7d)
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