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Inleiding
De skunk anemoonvis (Am phiprion akallopisos) behoort to t de fam ilie van de koraaljuffertjes 
(Pomacentridae), een typische fam ilie van koraalvissen. De skunk anemoonvis leeft in obligate 
symbiose met twee soorten zeeanemonen tegen wiens netelcellen hij im m unite it ontw ikkeld heeft. 
Net ais alle andere anemoonvissen (genus Amphiprion), is hij voor zijn voortbestaan afhankelijk van 
de bescherming tegen predatoren die de zeeanemonen hem bieden (Fautin, 1991). De 
zeeanemonen, die het habitat van de anemoonvissen vormen, komen enkel voor in tropische 
(watertemperatuur hoger dan 20°C), ondiepe zoutwatergebieden, op koraalriffen o f met koraalriffen 
geassocieerde ondiepe zandvlaktes.

Deze koraalriffen vormen een gefragmenteerde omgeving, waar gebieden met geschikt habitat voor 
verschillende organismen afgewisseld worden met soms grote zones van open oceaan waar deze 
koraalbewoners zich niet blijvend kunnen vestigen. Volwassen dieren zijn niet in staat om zich van 
het ene koraalrif naar het andere te bewegen. Migratie en de kolonisatie van nieuwe koraalriffen kan 
daarom enkel gebeuren via de verspreiding van pelagische larven o f eitjes (Cowen et al., 2007). 
Zoals de meeste koraalbewoners, doorloopt de skunk anemoonvis ook een pelagische larvale fase 
die in het geval van de skunk anemoonvis 8 to t 12 dagen bedraagt (Buston, 2003).

Omdat tijdens de pelagische fase de larven door zeestromingen over relatie f lange afstanden 
verspreid kunnen worden, werd oorspronkelijk  aangenomen dat m igratie tussen de verschillende 
koraalriffen op deze manier gebeurde en dat daardoor een hoge connectivite it (uitw isseling van 
genen o f gene flow) tussen deze riffen onderhouden werd. Daardoor werd aangenomen dat 
populaties van koraalriforganismen open waren, dat er weinig genetische differentia tie  tussen de 
verschillende populaties was (Leis, 1991). Omdat de reële verspreiding van larven in de open zee 
technisch bijna onm ogelijk op te volgen is, kon deze open populatie hypothese to t voor enkele 
jaren niet getest worden. Door de ontw ikkeling van een aantal genetische technieken waardoor het 
m ogelijk werd om met behulp van genetische merkers en aan de hand van populatiegenetica de 
connectivite it tussen populaties onrechtstreeks te meten, veranderde deze situatie (Jones et al., 
2009; Botsford et al., 2009).

Connectiviteitsstudies die op deze manier van genetische merkers gebruikmaakten, toonden aan 
dat populaties van mariene organismen niet onveranderlijk open zijn, maar dat integendeel zich 
verschillende situaties kunnen voordoen, gaande van volledig open to t volledig gesloten (niet door 
gene flow  verbonden) populaties (Mora & Sale, 2002). Ook voor koraalrifvissen valt geen eenduidige 
conclusie uit de verschillende connectiviteitsstudies te trekken (Jones et al., 2009). Nochtans is een 
goede kennis van de connectivite it tussen populaties koraalriforganismen van groot belang voor het 
effic iënt instellen van beschermde zones (Marine Protected Areas o f MPA’s) en het beheer en de 
bescherming van koraalriffen (Botsford et al., 2009; Cowen et al., 2007; Hedgecock et al., 2007).

Materiaal en methoden
Am phiprion akallopisos werd voor deze connectiviteitsstudie gekozen vanwege zijn disjuncte 
d istribu tie , bestaande uit een populatie aan de kusten van Indonesië en Thailand aan de oostelijke 
zijde van de Indische Oceaan (EIO) en een populatie aan de kusten van Madagaskar en Oost-Afrika 
aan de westelijke zijde van de Indische Oceaan (WIO). Deze subpopulaties worden van elkaar 
gescheiden door meer dan 4.500km  open oceaan. Daardoor is het een interessante soort om de 
connectivite it in de gehele Indische Oceaan te bestuderen alsook connectivite it op een kleinere 
geografische schaal aan beide zijden van de Indische Oceaan, tussen koraalriffen binnen de WIO- en 
EIO-populaties.

In totaal werden tijdens SCUBA-duiken 273 skunk anemoonvissen op 17 verschillende locaties 
(Fig. 5 thesis) gevangen. Van deze vissen werd een klein stukje caudale vin verwijderd, waarna de 
vis ongedeerd terug in zijn gastzeeanemoon werd losgelaten. Hierna werden de stukjes vin 
onm iddellijk  in een 96% ethanol oplossing bewaard om aantasting van het DNA te voorkomen. Op
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deze stalen is een DNA extractie en een Polymerase Chain Reaction (PCR) uitgevoerd. Voor de PCR 
werden de primers CR-E en CR-A gebru ikt (Lee et al., 1 995), waardoor een fragm ent van de Control 
Region (CR) van het m itochondriaal DNA (mtDNA) met een maximumlengte van 431 baseparen (bp) 
geamplificeerd werd. Deze fragmenten werden gesequeneerd en gebruikmakend van 
gespecialiseerde software (Haii, 1999) in een dataset gealigneerd. Deze bewerking resulteerde in 
een dataset van 263 sequenties, elk met een lengte van 337bp. Op deze dataset werd met behulp 
van de software ARLEQUIN (Excoffier & Lischer, 2010) een populatiegenetische analyse uitgevoerd, 
met inbegrip van een haplotype netwerk, verscheidene genetische structuur testen (F-statistiek, 
AMOVA) en selectieve neutraliteitstesten.

Resultaten
Voor wat betreft de gehele Indische Oceaan, tonen onze resultaten een significante 
populatiestructuur aan (0  = 0.28; P<0.001). Een AMOVA waarbij de EIO- en WlO-populaties apart 
gegroepeerd werden, w ijs t bovendien op een heel sterke differentia tie  tussen beide populaties (c£>ct= 
0.61 ; P<0.001). Het haplotype netwerk, waarin 76 haplotypes geïdentificeerd werden, versterkt deze 
resultaten nog. Geen enkel van deze haplotypes kom t ge lijk tijd ig  in de WIO en de EIO voor.

Binnen de WIO wezen onze resultaten een licht significante populatiestructuur aan (c£>st= 0.016; 
P<0.01). Verscheidene AMOVA’s, met telkens een andere groepering van de verschillende locaties 
binnen de WIO, leverden echter in geen enkel geval een significant resultaat op, waardoor geen 
duidelijke d ifferentia tie  o f geografische barrière aan het licht gebracht werd. Nog binnen de WIO 
wezen onze resultaten op een lage genetische diversiteit. Bovendien bekwamen wij, voor wat 
selectieve neutra lite it betreft, voor deze populatie voor zowel Fu’s F ais Tajim a’s D-test significante 
negatieve resultaten (D= -2.58; P<0.001; F= -34.IO 37; P<0.001). Deze resultaten kunnen w ijzen op 
een plotse populatie-uitbreiding in het verleden. Om d it te testen, werden op deze populatie een 
Sum o f Squared deviation test (SSD-test) en een Harpending’s Raggedness index (HRI-test) 
uitgevoerd. In beide gevallen verschilde de geteste populatie niet significant van het hypothetische 
model van plotse populatie-uitbreiding (SSD= 0.0000043; P=1 ; HRI= 0.068; P=0.82).

Binnen de EIO tenslotte, wezen onze resultaten op een afwezigheid van populatiestructuur en dus 
een hoge connectivite it en een open populatie (c£>st= -0.0065; P=0.51). Deze populatie vertoonde ook 
een significant hogere genetische d iversite it dan de WIO (t-test; P<0.001).

Bespreking
Onze resultaten wijzen op een lage connectivite it tussen de WIO- en ElO-populaties. Hiermee 
worden de resultaten bevestigd van vorige studies die lage connectivite it vonden tussen populaties 
gescheiden door meer dan 1 .OOOkm in anemoonvissen (Drew et al. 2007; T imm & Kochzius, 2008; 
Timm et al., 2012; Saenz-Agudelo et al., 2009) en in andere koraalvissen (Jones et al., 2010). 
Bovendien bevestigen deze resultaten het bestaan van een barrière voor gene flow  tussen de WIO en 
de EIO die reeds in andere mariene organismen was aangetoond (Ridgway & Sampayo, 2005). De 
exacte aard van deze barrière b lijft echter onopgelost. De WIO en de EIO zijn via het Noordelijk 
gedeelte van de CIO, waar in Sri Lanka en de Maldiven geschikt habitat voor koraalriforganismen 
beschikbaar is, fysiek met elkaar verbonden (Vogler et al., 2012). Bovendien zorgen de 
Moessonwinden er in d it gedeelte van de CIO voor dat de dominante zeestromingen tweemaal per 
jaar van richting veranderen (Schott & McCreary, 2001) waardoor uitwisseling van larven en gene 
flow  in beide richtingen m ogelijk wordt.

Op basis van de hogere genetische d iversite it lijk t de EIO populatie in aanmerking te komen ais 
bronpopulatie van A. akallopisos. Dit stemt overeen met fylogenetische analyses die de origine van 
het genus Am phiprion  in de Indo-Maleisische archipel leggen (Santini & Polacco 2006) en die het 
ontstaan van de soort A. akallopisos situeren in de EIO. Ten gevolge van een daling van het 
wereldwijde zeeniveau tijdens het late Pleistoceen (1.1 to t 4.8 m iljoen jaar geleden) met 
verschillende tientallen meters, waardoor de Indische Oceaan van de Stille Oceaan afgesloten werd, 
divergeerde A. akallopisos van twee andere soorten anemoonvissen die momenteel enkel in de Stille 
Oceaan voorkomen (Timm et al., 2008).

Er zijn twee scenario’s die vanuit d it standpunt het ontstaan van de disjuncte d istribu tie  van A. 
akallopisos kunnen verklaren. Een eerste m ogelijkheid is die van een directe verspreiding vanuit de 
EIO naar de WIO over het zuidelijke gedeelte van de Indische Oceaan. Ten zuiden van de evenaar 
worden de EIO en de WIO van elkaar gescheiden door een aaneengesloten oppervlakte van diepzee 
waar geen geschikt habitat voorhanden is. De South Equatorial Current (SEC) zo rg t er voor een 
permanente strom ing van oost naar west (Schott & McCreary, 2001). De enorme afstand van meer 
dan 4.500km  die beide gebieden scheidt, maakt het echter weinig waarschijnlijk dat larven in een 
tijdspanne van maximum 2 weken langs deze weg de WIO vanuit de EIO bereiken. Daarvoor voert de 
SEC de larven niet snel genoeg westwaarts (Vogler et al., 201 2).
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Een tweede m ogelijkheid is een verspreiding vanuit de EIO richting WIO via het Noordelijke gedeelte 
van de Indische Oceaan. Zoals reeds aangehaald, zijn de zeestromingen in deze regio variabel in 
functie van het seizoen zodat verspreiding in beide richtingen plausibel is. Bovendien komen in de 
CIO potentiële gastzeeanemonen voor A. akallopisos voor. Een stapsgewijze m igratie, telkens over 
afstanden van enkele honderden kilometers, zou op deze manier m ogelijk zijn. Op Sri Lanka en de 
Maldiven, het gebied in de CIO waar gastzeeanemonen voorkomen, worden deze echter ingenomen 
door Am phiprion nigripes, de Maldiven anemoonvis (Fautin, 1 991).

Gastzeeanemonen, het habitat van anemoonvissen, zijn voor deze laatste beperkend, hetgeen een 
sterke competitie voor anemoonhabitat veroorzaakt, zowel tussen soorten ais tussen individuen van 
dezelfde soort (O llerton et al.,. 2007). Hierdoor b lijft een beschikbare zeeanemoon nooit lang 
onbezet (Hattori, 2002) en treedt er bij veel anemoonvissen in een bepaalde regio specialisatie in 
een specifieke soort zeeanemoon op, waarbij kolonisatie van die soort zeeanemoon door andere 
soorten anemoonvis verhinderd w ordt (Ricciardi et al., 2011). Dit zou kunnen verklaren waarom A. 
akallopisos niet in de CIO voorkom t, met name omdat A. nigripes, die gespecialiseerd is in dezelfde 
zeeanemoon, Heteractis magnifica, kolonisatie door A. akallopisos in deze regio verhindert. Op 
dezelfde manier verhindert A. akallopisos dan de verspreiding van A. nigripes in de WIO.

Binnen d it tweede scenario zijn er opnieuw twee mogelijke verklaringen voor de huidige situatie. 
Een eerste verklaring zou kunnen zijn dat A. akallopisos oorspronkelijk  zowel in de EIO, de CIO ais 
de WIO aanwezig was maar ten gevolge van competitie voor anemoonhabitat met A. nigripes in de 
CIO verdwenen is. In de WIO spelen dan verm oedelijk andere ecologische factoren waardoor A. 
akallopisos daar de bovenhand haalt en A. nigripes u it deze regio verdringt. Een tweede verklaring 
zou kunnen zijn dat beide soorten een gemeenschappelijke voorouder hebben die oorspronkelijk  in 
de gehele Indische Oceaan voorkwam. Om een nog ongekende reden, werd de populatie in de CIO 
echter fysiek van die in de WIO en de EIO gescheiden, waardoor A. nigripes en A. akallopisos to t 
twee aparte soorten evolueerden. Het antwoord op de vraag welke van deze twee verklaringen de 
ju is te  is, kan momenteel nog niet gegeven worden. Uit de fylogenie van het genus Am phiprion  kan 
niet worden opgemaakt o f beide soorten nauw verwant zijn o f niet omdat de onderlinge 
verwantschap van een groep waartoe beiden behoren niet opgelost is, al worden ze wel ais aparte 
soorten bevestigd (Santini & Polacco, 2006).

Zowel binnen de EIO- ais binnen de WlO-populatie werd geen duidelijke populatiestructuur 
gevonden. Voor de EIO populatie kan h ieruit besloten worden dat er panmixie en bijgevolg hoge 
gene flow  tussen de verschillende onderzochte locaties is. Deze populatie kan ais open beschouwd 
worden. Voor de WlO-populatie is d it enigszins anders omdat de selectieve neutraliteitstesten een 
significante afw ijking van Hardy-Weinberg evenwicht aantoonden. De negatieve waarden in beide 
testen wijzen ofwel op selectiedruk op de gebruikte merker o f een plotse populatie-uitbreiding in 
het verleden. De resultaten van de SSD-test en de HRI-test gaven aan dat d it laatste het geval was. 
Hierdoor is het voor deze populatie niet m ogelijk om duidelijke conclusies te trekken op basis van 
deze gegevens.

Besluit
Ons onderzoek toon t aan dat verspreiding via pelagische larven over de gehele Indische Oceaan in 
A. akallopisos heel onwaarschijnlijk is en dat de EIO- en WlO-populaties niet verbonden zijn door 
gene flow  en genetisch gedifferentieerd zijn. Voor managementdoeleinden moeten ze dan ook ais 
twee afzonderlijke populaties beschouwd worden. Binnen beide populaties werd geen significante 
populatiestructuur waargenomen. Voor de WlO-populatie toonden testen bovendien aan dat deze in 
het verleden een plotse populatie-uitbreiding heeft ondergaan en zich voor de onderzochte merker 
daardoor niet in Hardy-Weinberg evenwicht bevindt.
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