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1. Einleitung

Okologische Studien werden durchgefiihrt, um Energie- und Nihrstofffliisse,
Nahrungsnetze oder interspezifische Interaktionen in einem Okosystem zu untersuchen.
Die Wechselwirkungen zwischen Biotop und Biozdnose sind besonders in sich
verandernden Lebensrdumen von Interesse und konnen Aufschluss tiber die
Verbreitungsmuster der Pflanzen und Tiere geben. Die Arktis ist solch ein sich
verinderndes Okosystem (Zhang et al. 2013). Die Vegetationsgrenze verschiebt sich im
Zuge der Klimaerwdrmung seit Jahrzehnten nach Norden, mit gleichzeitiger
Verdringung der Tundra. Dieses Phidnomen ist in der gesamten borealen Zone zu
beobachten und wird als ,,arctic greening® oder ,,shrubification* bezeichnet (Frost und
Epstein 2013, Blok ef al. 2011). Gleichzeitig werden insbesondere Pflanzen wie Salix
sp., Betula sp. und Alnus sp. durch Herbivore in ihrer Ausbreitung beeinflusst
(Ravolainen et al. 2014, Zamin & Grogan 2013, Plante et al. 2013, Gough et al. 2012,
Olofsson et al. 2009). Obwohl die Schwesterarten Moorschneehuhn (Lagopus lagopus
Linnaeus 1758) und Alpenschneehuhn (Lagopus mutus Montin 1776) zirkumpolar
sympatrisch in grofler Zahl vorkommen (Quintela et al. 2010), sind die Auswirkungen
von pflanzenfressenden Vogeln auf die Flora bisher nicht ausreichend untersucht
(Christie et al. 2014).

Die Verschiebung der Baumgrenze bedeutet fiir die Art L. mutus eine Verkleinerung
ihres Lebensraumes, da der Vogel im Vergleich zu L. lagopus die vegetationsarme
Tundra bevorzugt. Obwohl die IUCN die Schwesterarten als nur gering gefahrdet
einstuft (http://www.iucnredlist.org/, Stand 10.09.2014) sind 25% der Populationen
riickldufig (Storch 2007). Eine L. mutus-Population in den Alpen gilt als besonders
bedroht (Revermann et al. 2012). Ursédchlich fiir den Riickgang sind vor allem Verlust,
Zerstorung und Fragmentierung der Habitate, sowie speziell in Asien die Ausbreitung
des Menschen. Durch die schwere Zuginglichkeit ihrer Habitate sind die Lagopus-
Arten aber relativ gut geschiitzt (Storch 2007). Fiir die Erhebung 6kologischer Daten in
einem groBen Gebiet wie Sibirien stellt die eingeschriankte Erreichbarkeit eine
Herausforderung dar.

Bei Untersuchungen zur Erndhrung steht meist nicht gentligend Zeit fiir Beobachtungen

zur Verfiigung und fiir Analysen des Mageninhalts miissen die Tiere gefangen und



haufig getdtet werden. Eine nicht-invasive und vom eigentlichen Tier unabhingige
Methode ist die Untersuchung von Kotproben, die gesammelt und im heimischen Labor
untersucht werden konnen. Mithilfe der gentechnischen Methode des Barcodings
konnen zeitgleich viele Proben kostenglinstig bearbeitet werden.

In dieser Arbeit soll erprobt werden, ob sich nicht-invasive, molekulargenetische
Barcoding-Techniken dazu eignen, die Lagopus-Arten und ihr Nahrungsspektrum zu
bestimmen, und somit Riickschliisse auf Wechselwirkungen mit ihrem Biotop zulassen.
Diese Barcodes sind spezifische Bereiche der DNA, die in in einer
Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert werden. Durch Sequenzierung des PCR-
Produkts und Abgleich der Nukleotidfolge mit einer Referenzdatenbank, kann dann die
Art bestimmt werden. Mit den vier Nukleotiden der DNA reicht theoretisch eine
Sequenz von 15 Nukleotiden aus, um iiber eine Milliarde individuelle Stringe zu
erhalten. Das entspricht 100 mal mehr moglichen Codes als es vermutlich Arten auf der
Erde gibt (Hebert et al. 2003b).

In der Praxis gestaltet sich die Suche nach niitzlichen Barcodes allerdings als
schwieriger, da einige Kriterien erfiillt werden miissen (Valentini et al. 2008, Epp et al.
2012, Taberlet et al. 2006). Die perfekte Zielregion (Marker) sollte interspezifisch
divers genug sein, also eine hohere Evolutionsrate aufweisen, um verschiedene Arten
sicher voneinander unterscheiden zu konnen. Gleichzeitig muss sie intraspezifisch
moderat evolvieren, um die Bildung von Scheintaxa zu vermeiden. Der Marker muss
robust amplifizieren und die Bindungsstellen der Primer miissen hochkonserviert sein,
um eine Amplifizierung zu ermdglichen. Idealerweise sollte die Region ausreichend
phylogenetische Information enthalten, um auch unbekannte oder unbeschriebene Arten
einem Taxon zuordnen zu konnen. Sind diese Anforderungen mehr oder weniger erfiillt
kann der Marker als standardisierter Barcode fiir ein bestimmtes Taxon benutzt werden.
Mittlerweile gibt es mehrere mogliche Marker, wie zum Beispiel den internal
transcribed spacer (ITS) der ribosomalen RNA (rRNA) als Standard fiir Pilze (Schoch
et al. 2011), die Kombination der Standardmarker fiir Pflanzen rbcL und matK aus
plastidkodierenden Genen (Hollingsworth et al. 2011), oder den mitochondriellen 16S
rRNA Marker fiir Tiere (Vences et al. 2005). Als Standardbarcode fiir Tiere hat sich
allerdings die Cytochrom-C-Oxidase Untereinheit 1 (COl/cox/) aus der Atmungskette
der Mitochondrien durchgesetzt (Hebert et al. 2003a, b). Vorteilhaft daran ist die grof3e



Verfiigbarkeit mitochondrieller DNA in den Zellen und eine den Kiriterien
entsprechende Evolutionsrate (Hebert ef al. 2003b, Hebert et al. 2004a).

Obwohl alle bisherigen Marker nicht ideal sind (Taberlet et al. 2006) und die
Markerwahl der jeweiligen Studie angepasst werden muss, finden sie doch breite
Anwendung. Es kann illegaler Handel mit geschiitzten Arten aufgedeckt werden (Ogden
et al. 2008, Domingo-Roura et al. 2005) oder die Diversitit aus naturschiitzerischen
(Smith et al. 2005) bzw. medizinischen Griinden (Ashfaq et al. 2014) ermittelt werden.
Ebenso kann die Ausbreitung einer Art nachvollzogen (Valiére et al. 2003) oder es
konnen neue Arten entdeckt werden (Hebert ef al. 2004b, Moura et al. 2007). Moglich
ist die Extraktion von DNA auch aus ungewdhnlicheren Quellen wie Ethanol
(Hajibabaei et al. 2012) und Pfotenabdriicken (Dalén et al. 2007). Ebenfalls ist der
Nutzen des Barcodings fiir das Erforschen von interspezifischen Interaktionen (Garcia-
Robledo et al. 2013) und der Erndhrungsgewohnheiten von Carnivoren (Deagle et al.
2007) und Herbivoren (Budarf et al. 2011) durch molekulargenetische Kotanalysen
erkannt worden.

Um etwas iiber die Erndhrungsgewohnheiten einer Art zu erfahren, gibt es verschiedene
Moglichkeiten (Pompanon et al. 2012). Dazu gehdren das schon erwédhnte Beobachten
des Fressverhaltens, ebenso wie die Untersuchung des Mageninhalts bzw. des Kots der
Tiere. Dabei kann auf verschiedene Techniken zuriickgegriffen werden: Analyse der
Alkane von Blittern (Dove & Mayes 1996), Infrarot-Reflektionsspektroskopie (Kaneko
& Lawler 2006), Isotopenanalyse (Ponsard & Arditi 2000, Soininen et al. 2014),
Protein-Elektrophoretik (Walrant & Loreau 1995), mikrohistologische Untersuchungen
(Soininen et al. 2009), sowie Barcoding mit Klonierung (Deagle et al. 2007) und
Metabarcoding mit Next-Generation Sequenzierung (NGS) (Valentini et al. 2009,
Shehzad ef al. 2012, Baamrane et al. 2012, Soininen et al. 2013, Mollot et al. 2014).
Die besondere Schwierigkeit bei der genetischen Arbeit mit Kot- oder Magenproben
besteht darin, dass die DNA stark fragmentiert ist und organisches Material
unterschiedlicher Tier- und Pflanzenarten enthélt. Diese wird als Umwelt-DNA bzw.
environmental DNA (eDNA) bezeichnet und ist auch z.B. im Boden, im Wasser oder in
der Luft vorhanden und deshalb von groflem Nutzen fiir die Biologie (Taberlet et al.
2012). Auch lebendige Mikroorganismen konnen vorhanden sein (Bohmann et al.

2014, Valentini et al. 2008), weswegen eDNA zuerst in der Mikrobiologie Verwendung



fand (Taberlet et al. 2012). AuBBerhalb der Zelle zerfdllt DNA aus Haaren, Speichel,
Kot, Pollen oder sonstigen verrottenden Tieren und Pflanzen (-teilen) in Bruchstiicke
von kurzer Basenpaarldnge (bp) (Bohmann et al. 2014). Verursacht wird dieser Prozess
durch Umwelteinfliisse wie Temperatur, UV-Strahlung, Feuchtigkeit und DNase aus
Mikroorganismen (Lindahl 1993, Shapiro 2008, Dejean et al. 2011). Aufgrund der
Vielzahl der moglichen Faktoren ist es schwierig, den Zerfallsgrad der DNA
vorherzusagen, allerdings gibt es Ansidtze diesen in Erde (Levy-Booth et al. 2007,
Pietramellara et al. 2008), SiiBwasser (Dejean et al. 2011), Kot (Deagle et al. 2006) oder
Knochen (Allentoft et al. 2012) zu bestimmen, um die richtige Technik zur DNA-
Bearbeitung zu ermitteln. Unter optimalen Bedingungen kann amplifizierbare DNA
mehrere tausend, bis zu hunderttausenden Jahren verwertbar sein (Willerslev & Cooper
2005, Willerslev et al. 2007). Proben solchen Alters werden im verwandten
Forschungsfeld der alten-DNA bzw. ancient DNA (aDNA) untersucht, wobei die DNA
aufgrund des Alters noch fragmentierter ist. Die entwickelten Methoden und
Arbeitsweisen im Umgang mit der aDNA, insbesondere um Kontaminationen zu
vermeiden, werden deshalb auf die eDNA iibertragen (einen Uberblick geben Willerslev
& Cooper 2005, Garcia-Robledo et al. 2013). Eine ausfiihrliche Darstellung zu
Nutzungsmdglichkeiten von eDNA findet sich bei Bohmann et al. (2014).

Die starke Fragmentierung der eDNA macht es hiufig unmoglich, die Standardbarcodes
mit 500 bp bis 800 bp Liange (Schoch et al. 2011) zu benutzen. Zusammen mit dem
Fortschritt im Bereich der Next-Generation Sequenzierer (NGS) und der Verbesserung
der eingesetzten Polymerasen (Shapiro 2008) kam es zur Entwicklung des
Metabarcoding (Taberlet et al. 2012). Zielt das Barcoding darauf ab, eine einzelne
Probe bis auf das Artniveau zu bestimmen (Barcoding sensu stricto), wird das
Metabarcoding meistens dazu genutzt, in einer Umweltprobe alle Arten einer
Organismengruppe zu identifizieren. Dabei ist die taxonomische Auflésung durch den
Einsatz gruppenspezifischer Primer aber meist geringer (Barcoding sensu lato)
(Valentini et al. 2008). Diese konnen die wesentlich kiirzeren Marker von bis zu 150 bp,
die fiir die fragmentierte DNA verwendet werden, amplifizieren (zum Primerdesign
siche Epp et al. 2012). Fiir Pflanzen (Angio- und Gymnospermen) hat sich die P6
Schleife des #nL (UAA) Chloroplastenintrons als wirkungsvoll herausgestellt und

dieser funktioniert auch bei fragmentierter DNA aus Kotproben zuverldssig (Valentini et



al. 2008). Der mit den trnl._g und #rnl._h amplifizierbare Bereich betragt 10-143 bp
(Taberlet et al. 2007).

Um die NGS ideal nutzen zu konnen, wird die DNA wahrend der PCR mit Primern
amplifiziert, die mit individuellen molekularen Identifikationssequenzen markiert sind
(Binladen et al. 2007). Werden fiir jede Probe eigens markierte Primer verwendet,
konnen alle PCR-Produkte in einem Durchgang sequenziert werden (Valentini et al.
2009, Pompanon et al. 2012). AnschlieBend konnen die Sequenzen durch die
individuellen Identifikationssequenzen bioinformatisch der Ausgangsprobe zugeordnet
werden (Ji et al. 2013). Die klassische Methode benétigt den Schritt des Klonierens, bei
dem die PCR-Produkte mitels eines Vektors in Bakterien eingeschleust werden. Jeder
Vektor enthélt nur ein Produkt und jede Zelle nimmt nur einen Vektor auf. Dadurch
konnen Amplifikate getrennt und einzeln sequenziert werden (Valentini et al. 2008).

Die Vorteile des Barcodings und Metabarcodings liegen darin, dass die Technik auf alle
Ontogenesestadien wie Eier, Puppen oder Larven anwendbar und kein spezielles
taxonomisches Wissen erforderlich ist (Savolainen et al. 2005). Kleine Probenmengen
liefern ausreichend DNA und auch kleine Labore mit wenig Personal kénnen viele
Proben bearbeiten. Daraus ergibt sich eine grofle Kosten- und Zeitersparnis (Valentini et
al. 2008, Ji et al. 2013). Die Kosten fiir die Nutzung von NGS halbierten sich in den
letzten Jahren schitzungsweise alle fiinf Monate (Yoccoz et al. 2012) und wurden damit
fiir die breite Anwendung zuginglich. Diese Vorteile ermdglichen den Einsatz der
Methoden vor allem bei groBBangelegten (6kologischen) Studien (Valentini ef al. 2008).
Nachteile bestehen in der Kontaminationsgefahr der Proben und daraus resultierenden
falsch positiven Ergebnissen, also darin, Taxa zu bestimmen, die in der Probe gar nicht
vorkommen (Willerslev & Cooper 2005). Eine Nicht-Amplifikation (falsch negativ)
kann dazu fiihren, dass ein Taxon nicht entdeckt wird, obwohl es vorhanden ist (Ji et al.
2013). Dies kann beispielsweise vorkommen, wenn bei Carnivoren die starke Présenz
der eigenen DNA die der Beute iiberdeckt. Durch den Einsatz von DNA-Blockern kann
dieser Effekt verhindert werden (Pompanon et al. 2012). Die Bildung von Produkt-
Chimdren und Primerdimeren durch Fehler in der PCR kann ebenfalls zu
Komplikationen fiihren (Shehzad et al. 2012).

Mit dem Wissen iiber diese und weitere Vor- und Nachteile findet das Metabarcoding

zum Beispiel Anwendung in der Rekonstruktion von rezenten und vergangenen



Okosystemen (Epp et al. 2012), im Aufspiiren invasiver Arten aus Wasserproben
(Dejean et al. 2012) oder in der Ermittlung der Abundanz von Wiirmern aus Erdproben
(Bienert et al. 2012).

Die Zahl der Publikationen zur Erndhrung bei Moorhiithnern ist seit den 1980er Jahren
riicklaufig und diese beruhen hauptsichlich auf Analysen des Kropfinhalts. Bisher gibt
es keine Studie zur Erndhrung von L. lagopus und L. mutus, die auf Metabarcoding
beruht. Dagegen haben Veroffentlichungen zu Habitaten, Populationen und Genetik in
den letzten Jahren zugenommen (Moss et al. 2010).

Diese Pilotstudie soll dazu dienen, eine iibergreifende Methode zu erproben und
Untersuchungen zu Genetik, Erndhrung und Habitat zu vereinen. Dazu wurden
Kotproben von Lagopus mithilfe des COI-Markers einer Lagopus Art zugeordnet und
das Nahrungsspektrum durch Metabarcoding der #7nl-Region mit g/A-Primern ermittelt.
Die Proben stammen aus der Region um Chatanga, Krasnojarsk, Sibirien, und wurden
an drei Standorten nahe der Baumgrenze gesammelt. Von den Sammelorten liegen
Vegetationsaufnahmen bzw. Deckungsgrade vor, die mit den Ergebnissen der
Nahrungsanalyse verglichen werden. Des Weiteren wurden die Kotproben unter dem
Stereomikroskop untersucht und die Ergebnisse mit denen des Metabarcodings

verglichen.

Konkret werden folgende Fragen in dieser Arbeit behandelt:

1. Von welcher Vogelart stammen die jeweiligen Kotproben und wie lassen sie sich

unterscheiden?

2. Eignen sich die Methoden, um das Nahrungsspektrum der Vogelarten aufzudecken

und ist eine Nutzung von NGS moglich?

3. Decken sich die Ergebnisse der genetischen und der mikroskopischen Analysen?



2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Verwendete Chemikalien und Gerite

2.1.1.1. Extraktionen
DNeasy Blood & Tissue Kit
Qubit® 2.0 Fluorometer

2.1.1.2. PCR

Platinum® Taq DNA Polymerase HiFi
AmpliTaq Gold DNA Polymerase
Taq DNA Polymerase

dNTP mix, 2.5 mmol/l

BSA (UV, 20 mg/ml)

H20 (DEPC behandelt)

MgS04 (UV, 50 mmol/l)

MinElute® PCR Purification Kit
AirClean® Systems AC600 PCR Hood
TProfessional Basic Thermocycler
iCycler

Reaktionsspezifische Primer (sieche Text)

2.1.1.3. Gelelektrophorese

10x TAE Puffer

GelRed DNA staining

6x DNA loading dye

O’range Ruler DNA ladder 50 bzw. 500 bp

2.1.1.4. Klonierung
Kanamycin A, 50 mg/ml

PeqLab Electroporation Cuvettes, steril

Qiagen, Hilden, BRD
Invitrogen/Life Corp., Carlsbad, CA, USA

Invitrogen/Life Corp., Carlsbad, CA, USA
Invitrogen/Life Corp., Carlsbad, CA, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Qiagen, Hilden, BRD

VWR International, Darmstadt, BRD
GBiosciences, St. Louis, MO, USA
Invitrogen/Life Corp., Carlsbad, CA, USA
Qiagen, Hilden, BRD

AirClean® Systems, Creedmoor, NC, USA
Biometra, Gottingen, BRD

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, BRD
Integrated DNA Technologies, Coralville,
IA, USA

AppliChem, Darmstadt, BRD
Biotium, Hayward, CA, USA
Thermo Scientific, Dreieich, BRD
Thermo Scientific, Dreieich, BRD

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
PeqLab GmbH, Erlangen, BRD



Rotigarose®™ agarose Carl Roth, Karlsruhe, BRD

LB agar Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

SOC culture medium Invitrogen/Life Corp., Carlsbad, CA, USA
TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing Invitrogen/Life Corp., Carlsbad, CA, USA
MicroPulser™ Bio-Rad Laboratories, Miinchen, BRD
Herasafe™ Biological Safety Cabinets Thermo Scientific, Dreieich, BRD

2.1.2. Sammeln und Auswahl der Proben

Die Kotproben wurden im Zeitraum Juli/August 2013 an drei verschiedenen Standorten
im Baumgrenzendkoton in der Ndhe von Chatanga, Sibirien, gesammelt und die GPS-
Daten protokolliert (Tab. 1). Der Sammelpunkt 13-TY-09 (09) ist der siidlichste Punkt
mit dem groften Baumbestand (Abb. 4b). Der am noérdlichsten gelegene und
baumirmste ist 13-TY-02 (02), wobei 13-TY-04 (04) nur ca. 20 km siidlicher gelegen ist
(Abb. 4a, b). An den Standorten 04 und 09 wurde in einer Aufnahmeflache von 20x20
m die Vegetation aufgenommen (durch Bastian Niemeyer) und die darauf befindliche
Fézes gesammelt. Dieser wurde vor Ort in Tiiten mit Silicagel gelagert und nach der
Riickkehr ans Alfred-Wegener-Institut eingefroren. Am Standort 02 wurde die Fizes auf
einer weitldufigeren Fliche eingesammelt und die Vegetationsaufnahmen wurden nur
als Kreisaufnahmen an einer zentralen Stelle der Aufnahmefliche gemacht. Zu
Darstellungszwecken wurden aus den Vegetationsdaten die Mittelwerte der
Deckungsgrade der angio- und gymnospermen Pflanzen (12 Arten) fiir jeden Standort
berechnet und die Summe der Mittelwerte als 100% definiert. Die Anteile der einzelnen
Pflanzen am Deckungsgrad pro Standort wurden berechnet und in einem Diagramm
dargestellt.

Es wurden 25 Proben von unterschiedlichen Standorten fiir die Extraktionen

ausgewdhlt.

2.2. Methoden

2.2.1. Extraktion und Konzentrationsmessung

Um mit den Kotproben genetische Analysen durchfiihren zu kdnnen, muss zuerst die



DNA aus der Probe extrahiert werden. Die Extraktion beginnt mit der Freisetzung der
Nukleinsduren aus den Zellen (Lyse) und deren Lésung in einem Lysepuffer. Das Lysat
wird anschlieBend mehrfach gewaschen und zentrifugiert, wodurch die DNA an eine
Silicamembran gebunden und andere Stoffe verworfen werden. Im letzten Schritt wird
die DNA eluiert und kann als Isolat genutzt werden.

Um die Konzentration der darin enthaltenen DNA zu ermitteln, wird ein Teil der Losung
mit einem Farbstoff versetzt, der fluoresziert, sobald er mit DNA interkaliert. Dieses
Signal wird im Messgerit detektiert. Durch einen Vergleich zu Standards mit definierter

DNA-Menge kann so die Konzentration im Isolat bestimmt werden.

Extraktionen

Alle Extraktionen wurden in einem von PCR-Produkten getrennten Raum durchgefiihrt.
Dazu wurde das DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Es wurde ein
Vortest mit drei Proben durchgefiihrt, um den optimalen Lysepuffer fiir diese Kotproben
zu bestimmen. Die Proben wurden einmal mit dem Lysepuffer des Kits und einmal mit
dem nach Soininen et al. (eingereicht) aufgeschlossen. Die Methode mit den besseren
Ergebnissen wurde fiir die weiteren Extraktionen verwendet.

Dazu wurden in drei Durchgéngen jeweils neun Proben und eine Negativkontrolle
extrahiert. Die duflere Schicht der Kotprobe wurde entfernt und 20 mg entnommen. Das
Probenmaterial wurde mit 360ul ATL-Puffer und 40ul Proteinase K versetzt, sowie
nach der Lyse mit je 400ul AL-Puffer und Ethanol. Die weiteren Schritte wurden nach
den Herstelleranweisungen durchgefiihrt (Spin-Column Protocol). Die Werkzeuge
wurden nach jeder Probe mit VE-H,0, Natriumhypochlorid und Ethanol (70%) gereinigt
und 10 Minuten mit UV-Licht bestrahlt.

DNA-Konzentrationsmessung
Pro Probe wurden zwei Messungen mit dem Qubit® 2.0 Fluorometer nach den

Herstelleranweisungen durchgefiihrt.

2.2.2. Amplifikation der DNA durch Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die in den Isolaten enthaltene DNA stammt von verschiedenen Organismen und ist
hiufig sehr schwach konzentriert. Um die DNA-Sequenz eines bestimmten Markers

effektiv bestimmen zu konnen, muss die DNA in einer PCR vervielfiltigt (amplifiziert)
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werden. Dabei werden spezifische Primer benutzt, die nur an ausgewéhlte Regionen der
DNA bestimmter Organismen binden und diese dadurch getrennt von anderer DNA
amplifizieren.

Im Verlauf einer PCR wird das Isolat mehrfach in einem Cycler erhitzt und abgekdihlt.
Nach einer Erhéhung der Temperatur auf >90°C trennt sich die doppelstringige DNA
(Matrize) in zwei Einzelstringe auf. An diese heftet sich nach Abkiihlung auf die
optimale Bindungstemperatur (45°C - 60°C) ein komplementires Oligonukleotid
(Primer), der als Bindungs- und Startpunkt fiir den Enzymkomplex Polymerase dient
(Annealing). Mit freien Desoxyribonukleinsduren (ANTP) baut die Polymerase, je nach
Art zwischen 68°C und 72°C, den neuen DNA-Strang auf (Extension). Nach einer
erneuten Erhohung der Temperatur auf > 90°C 16sen sich die Primer von der DNA, und
die doppelstringige DNA wird wieder in Einzelstringe aufgeschmolzen. Dieser Zyklus
wird 25-50 mal wiederholt (hohere Zyklenzahl fiir degradierte DNA), wobei sich die
Produktmenge pro Durchgang verdoppelt. Durch Abkiihlung oder Verbrauch der dNTPs

wird die Reaktion beendet.

2.2.2.1. Lagopus-DNA

Fiir alle Proben wurden speziell fiir Lagopus entwickelte Primer, basierend auf COI
genutzt (Lag COI F 278 -ACTCCTTCCACCCTCTTTCCTC- und Lag COI R 552
-AAAGGATGGCAGTGATGAGGACA-). Der Master Mix fiir eine Probe bestand aus
0,2 pl Platinum® Taq DNA Polymerase HiFi, jeweils 1 pul BSA (Bovine serum albumin,
20 mg/ml), MgSO4 (50 mM) und F- und R-Primer (5 uM), 2,5 ul dNTPs (2,5 mM) und
10x Hifi-Puffer, sowie 12,8 ul DEPC-H,0O. Vom Isolat wurden 3 pl mit 22 pl Master
Mix gemischt. Die PCR startete mit 95°C fiir 2 min, gefolgt von 95°C, 60°C und 68°C,
jeweils 30 s in 45 Zyklen, und endete mit 10 min bei 72°C. Die Sequenzen der Produkte

wurden mittels direkter Sanger-Sequenzierung ermittelt.

2.2.2.2. Pflanzen-DNA

Fiir alle Proben wurden g/h-Primer (Taberlet et al. 2007) fiir die P6-Schleife des trnl-
Introns der Angio- und Gymnospermen genutzt. Die Primer wurden mit individuellen
molekularen Identifikationssequenzen (MIDs) markiert (Binladen et al. 2007), die es

ermdglichen, alle Proben in einem NGS-Durchlauf zu sequenzieren und die erhaltenen
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Sequenzen wieder der einzelnen Ausgangsprobe zuzuordnen. Der Master Mix fiir eine
Probe bestand aus 0,2 pul AmpliTag Gold DNA Polymerase, 1 ul BSA (Bovine serum
albumin, 20 mg/ml), 2,5 ul dNTPs (2,5 mM) und 10x Puffer I (inkl. MgCl, 1,4 mM),
sowie 15,8 ul DEPC-H,0. Vom Isolat wurden 2 pl mit 22 ul Master Mix und 1 pl des
Primermixes gemischt. Die PCR startete mit 95°C fiir 2 min, gefolgt von 95°C, 60°C
und 72°C, jeweils 30 s in 45 Zyklen, und endete mit 10 min bei 72°C.

2.2.2.3. Gelelektrophorese

Die erhaltenen PCR-Produkte (Amplikons) werden mittels Gelelektrophorese sichtbar
gemacht. Dabei werden die Amplikons mit einem Laufpuffer auf ein Agarosegel
aufgetragen. Durch Anlegen einer Spannung wandern die Nukleinsduren durch die
pordse Matrix, wobei sich die Amplikons der GroB3e nach auftrennen. Das Gel wird mit
UV-Licht bestrahlt und die mit dem Gelfarbstoff interkalierende DNA leuchtet. Anhand
eines aufgetragenen Standards mit Banden definierter Grof3e kann die Basenpaarldnge
der Amplikons abgelesen werden.

Verwendet wurden 2%ige Gele mit GelRed als Farbstoff. Von den Amplikons wurden 4
pl mit 1,5 pl Loading Dye aufgetragen. Als Standards dienten 2,5 pl des 50+100 bp
oder 500+100 bp-O’range Ruler DNA ladders. Jedes Gel wurde durch ein Foto

dokumentiert.

2.2.3. Klonierung

Da bei einer PCR auf DNA aus Umweltproben mit den eingesetzten g/h-Primer die
DNA aller Angio- und Gymnospermen amplifiziert wird, muss dieses Gemisch in einem
weiteren Schritt aufgetrennt werden. Dazu werden die PCR-Produkte jeweils einzeln in
Bakterien geschleust und dort getrennt vermehrt.

Im ersten Schritt der Klonierung, der Ligation, wird das Amplikon in ein ringformiges
DNA-Molekiil (Plasmid) integriert. Jedes als Vektor bezeichnete Plasmid nimmt nur ein
Produkt auf. In demselben Vektor befindet sich ein Gen, welches dem Bakterium eine
Antibiotikaresistenz verleiht (hier gegen Kanamycin). Sogenannte kompetente Zellen
(meist Escherichia coli) nehmen, verstarkt durch elektrische Reizung (Elektroporation,
Neumann et al. 1982), jeweils einen Vektor aus der Umgebung auf (Transformation). Im

Brutschrank werden die Zellen bei 37°C fiir ca. 1 h in einer Nahrfliissigkeit (SOC-
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Medium) geschiittelt, um die Kanamycinresistenz zu exprimieren. Danach werden sie
auf Niahrboden mit Kanamycin ausgestrichen, sodass nur Zellen wachsen, welche einen
Vektor und somit die Resistenz aufgenommen haben. Uber Nacht bilden die Bakterien
im Brutschrank bei 37°C Kolonien, wobei jede genau ein PCR-Produkt reprisentiert.
Am néchsten Tag werden die Kolonien getrennt aufgenommen, denaturiert, um die
DNA freizusetzen, und mit einer PCR amplifiziert. Die Produkte werden in einer

Gelelektrophorese tiberpriift und fiir die Sequenzierung ausgewihlt.

Fiir die Klonierung der PCR-Produkte von Pflanzen wurden sechs Proben ausgewaihlt,
jeweils eine Probe pro Vogelart und Standort. Da in einer Extraktionsreihe eine positive
Negativkontrolle in der Pflanzen-PCR auftrat, wurden nur Proben verwendet, die nicht
in diesem Extraktionsdurchgang bearbeitet wurden. Die DNA wurde mithilfe des
MinElute-Kits nach den Herstelleranweisungen aufgereinigt und an die Produkte ein
Poly-A-Schwanz angehéngt, um die Bindung an den Vektor zu erleichtern (Master Mix:
0,5 pl 10xPuffer, 0,1 pl ANTPs (2 mM), 0,025 pul Sigma Taq, 1,875 DEPC-H,0 und 2,5
ul PCR-Produkt; 10min bei 72°C). Von den kompetenten Zellen wurden 25 pl mit 1 pl
des Reaktionsansatzes (1pul PCR-Produkt, 0,5 pl Salt Solution, 0,5 pl Topo Vektor)
versetzt und nach der Elektroporation in 125 pl SOC-Medium geldst. Nach 1 h im
Brutschrank (37°C) wurden pro Probe 25 pl bzw. 50 pl der Zelllosung auf eine Platte
ausgestrichen und iiber Nacht in den Brutschrank gestellt. Die Denaturierung erfolgte
bei 72°C fiir 15 min. Der Master Mix fiir die Klon-PCR enthielt 7,1 pl H,O, 1,5 pl
Pufter, 0,75 ul dNTPs, 0,75 ul T3 und T7 Primer und 0,15 pl Tag DNA Polymerase.
Vom Ansatz wurden 11 pl mit 4 pl Klon-DNA gemischt. Die PCR startete mit 94°C fiir
4 min, gefolgt von 35 Zyklen mit jeweils 30 s bei 94°C, 56°C und 72°C und endete mit
74°C fiir 10 min.

2.2.4. Sequenzierung

Um ein PCR-Produkt einem Taxon zuordnen zu koOnnen, muss zunichst die
Nukleotidabfolge durch eine Sequenzierung ermittelt werden. Bei der Sanger-
Sequenzierung wird eine der PCR dhnlichen Kettenabbruch-Synthese-Reaktion
durchgefiihrt. Dabei werden neben den dNTPs auch Didesoxyribonukleinsduren

(ddNTP) verwendet. Diese sorgen bei zufdlligem Einbau durch die Polymerase fiir
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einen Abbruch der Kette und somit fiir unterschiedlich lange Sequenzen, da kein
Nukleotid mehr angehiingt werden kann. Die Sequenzen werden elektrophoretisch der
Grofe nach getrennt und einzeln durch einen Laserstrahl geschleust. Die ddNTPs sind
fluoreszenzmarkiert und geben, angeregt durch den Laser, ein fiir ein Nukleotid

spezifisches Signal. Dadurch kann die Ursprungssequenz rekonstruiert werden.

2.2.5. Analysen

Um die Organismen anhand ihrer Sequenzen schnell bestimmen zu konnen, bietet sich
ein Abgleich mit einer Referenzdatenbank, basierend auf dem Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) Algorithmus an (Altschul et al. 1990). Datenbanken wie
»Genbank® des National Center for Biotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) oder ,,Barcode of Life Data Systems* (BOLD,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) werden mit publizierten Sequenzen gefiittert und
ermoglichen so einen Abgleich mit eigenen Probensequenzen. Durch BLAST wird ein
Lokales Alignment durchgefiihrt, also ein Abgleich der Proben- und
Referenzsequenzen, und die Sequenz mit der groBten Ubereinstimmung als Ergebnis
ausgegeben.

Eine genauere Methode zur Identifikation und zur Analyse der verwandtschaftlichen
Beziehungen zwischen den ermittelten Sequenzen, stellt die Erstellung eines
Stammbaums, z.B. beruhend auf dem Neighbor-Joining-Algorithmus (NJA), dar. Uber
diesen konnen Aussagen getroffen werden, wie zuverldssig und aufldosend der gewdéhlte
Marker ist und ob er eine eindeutige Zuordnung der Sequenzen zu einem Taxon
gewdhrleistet.

Zur Ermittlung des Stammbaums werden aus einer Referenzdatenbank homologe
Sequenzen verschiedener Taxa heruntergeladen. Die Sequenzen werden nach
iibereinstimmenden Abschnitten geordnet bzw. ausgerichtet (aliniert) und auf die
gleiche Linge geschnitten. Aus den alinierten Sequenzen wird anschlieend eine
Merkmalsmatrix aufgrund der Nukleotidabfolgen erstellt. Diese unterscheiden sich
durch evolutive Verdnderungen wie z.B. Substitutionen, Insertionen und Deletionen.
Die Unterschiede in den Sequenzen bzw. die unterschiedlichen Schritte, die notig
wiren, um die Differenzen zwischen den Sequenzen auszugleichen, werden durch eine

Distanzkorrektur verglichen, gewertet und daraus eine Merkmalsmatrix erstellt. Uber
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den NJA wird aus dieser Merkmalsmatrix fiir jedes Taxon die Summe der Distanzen zu
den anderen Taxa berechnet und daraus eine korrigierte Matrix erstellt. AnschlieBend
wird das Taxon-Paar mit der geringsten Abweichung ermittelt und die Distanz zu der sie
verbindenden Abzweigung berechnet. In einer neuen Matrix wird dieses Paar dann
durch die Abzweigung ersetzt und die Vorgénge fiir die anderen Taxa wiederholt, bis
sich ein Baum ergibt. Zur statistischen Absicherung werden auf der Grundlage der
Merkmalsmatrix im Bootstrap-Verfahren stichprobenartig mehrfach neue Datensétze
zusammengestellt, aus denen dann mehrere Stammbidume gerechnet werden. Der
endgiiltig dargestellte Stammbaum enthilt an jeder Abzweigung die Information, wie
oft genau diese Zweigkonstellation in der Gesamtheit der Stammbidume vorkam. Je
hoher dieser Wert ist, desto wahrscheinlicher ist das dargestellte verwandtschaftliche
Verhiltnis.

Eine weitere Moglichkeit zur taxonomischen Identifikation von Sequenzdaten bietet das
Programm ,,EcoTag® (Teil der OBITools, http://www.grenoble.prabi.fr/trac/OBITools).
Ebenso wie bei BLAST werden die Sequenzen mit einer Referenzdatenbank
abgeglichen, wobei die verwandtschaftlichen Verhiltnisse der &hnlichsten
Referenzsequenzen berticksichtigt werden. Im Gegensatz zu BLAST wird hierbei ein
globales Alignment durchgefiihrt, also die Gesamtldnge der Sequenzen miteinander
verglichen. Dazu muss zunédchst eine eigene Datenbank mit homologen, gleich langen
Sequenzen erstellt werden. Uber eine in silico PCR, unter Verwendung der fiir die erste
PCR genutzten Primer, auf Sequenzen einer Referenzdatenbank werden alle damit
amplifizierbaren Pflanzen herausgefiltert. Auf diesen als Library bezeichneten
Datensatz aus homologen Sequenzen wird mit den Probensequenzen das Globale
Alignment durchgefiihrt. Die Taxonomie der &hnlichsten Sequenzen wird {iber die
taxonomische Annotation des NCBI bestimmt. In dem parallel abgerufenen
Taxonomiebaum wird das letzte gemeinsame Taxon (z.B. Art, Gattung, Familie oder
Ordnung) der dhnlichsten Sequenzen bestimmt und dies als resultierende taxonomische

Annotation der erzeugten Sequenzen ausgegeben.
2.2.5.1. Lagopus

Mithilfe des Programms Geneious (Version 6.1.7) wurden allen Sequenzen mit der

Auto-Trim-Funktion die Primer entfernt und manuell nachkontrolliert. Die Forward-
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und Reversesequenzen wurden assembliert und vorldufig mit BLAST bestimmt. Die
Konsensussequenzen der Assemblys wurden fiir die phylogenetische Analyse aliniert
(Geneious Alignment Algorithm) und die identischen Sequenzen mithilfe von ALTER
zu gemeinsamen Haplotypen zusammengefasst. Aus der Datenbank von BOLD wurden
alle COI-Datensitze (70) der Lagopus-Arten und des Birkhuhns (7etrao tetrix) als
AuBlengruppe heruntergeladen. Die Datensdtze wurden manuell auf die Lénge der
Probensequenzen zugeschnitten und aliniert (Geneious) sowie mit dem Programm
»ALTER® (http://sing.ei.uvigo.es/ALTER/) zu Haplotypen zusammengefasst. Mit dem
Neighbor-Joining-Algorithmus wurde ein Stammbaum berechnet. Zur Distanzkorrektur

wurde das HKY-Substitutionsmodell verwendet (Hasegawa et al. 1985) .

2.2.5.2. Pflanzen

Den Pflanzensequenzen wurden ebenfalls mit der Auto-Trim-Funktion von Geneious
(Version 6.1.7) die Primer entfernt und manuell nachkontrolliert.

Wihrend der Klonierung kann das Amplikon in beide Richtungen in den Vektor
eingebaut werden. Das zur Analyse verwendete Programm  EcoTag
(http://www.grenoble.prabi.fr/trac/OBITools) kann aber nur in einer Richtung lesen,
weswegen ein FASTA-Datensatz mit beiden Sequenzrichtungen erstellt wurde. Zwei
Referenzdatenbanken wurden zur Identifikation verwendet: eine spezifische kuratierte
Sequenzdatenbank arktischer und borealer Pflanzen (Senstebe et al. 2010, Willerslev et
al. 2014) und eine Datenbank, die aus der Standard Nucleotide Release des European
Molecular Biology Laboratory (ftp:/ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/embl/release/; Version
117) formatiert wurde. Die arktisch-boreale Datenbank liefert eine genauere
Identifikation, wéhrend die emblll7-Datenbank genutzt wird, um mdgliche
Kontaminationen durch Nahrungspflanzen aufzudecken. Zur Erstellung der embl117-
Datenbank wurde mit EcoPCR eine virtuelle PCR mit den g/A-Primern (Taberlet et al.
2007) durchgefiihrt (5 Fehlpaarungen erlaubt). Auf die homologen Sequenzen wurde
mit den Probensequenzen durch EcoTag ein global alignment durchgefiihrt und die Taxa
mithilfe des Taxonomiebaums (NCBI) bestimmt.

Aufgrund der geringen Stichprobenzahl stellten sich weitere statistische Tests auf den

erstellten Datensatz als nicht geniigend aussagekriftig heraus.
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2.2.6. Makrorestanalyse

Alle 25 Proben wurden fotografiert und jeweils ein Pellet unter dem Binokular in seine
Bestandteile zerlegt, sortiert und Querschnitte einiger Holzproben angefertigt. Mithilfe
von herbarisiertem Vergleichsmaterial wurden diese, soweit im Rahmen dieser Arbeit
moglich, bestimmt. AnschlieBend wurde das Pflanzenmaterial aus den sechs Proben, die
auch kloniert wurden, quantitativ bestimmt. Dazu wurde die Gesamtliange der Holzreste,
die Anzahl der Pollensidcke und sonstiger differenzierbarer Bestandteile gezahlt. Zudem

wurde das Volumen des nicht identifizierbaren organischen Materials berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1. Vortest und Extraktionen

Der Vergleich der beiden Extraktionsprotokolle zeigte eine deutlich hohere DNA-
Konzentration in den Isolaten, wenn diese nach dem Qiagen- statt dem Soininen-
Protokoll extrahiert wurden (Tab. 1). Die mit den Isolaten durchgefiihrten PCRs
bestétigten das Ergebnis (Abb. 1), da die nach dem Qiagen-Protokoll extrahierten

Tab. 1: DNA-Konzentrationsmessung der Isolate nach Extraktion nach Soininen et al.
(eingereicht), bzw. Qiagen-Protokoll. Die Konzentrationen sind als Mittelwerte zweier Messungen
angegeben.

Probennummer Qiagen Protokoll in p/ml| Soininen et al. Protokoll n pl/ml
K041 3,22 0,284
K050 0,693 0,546
K051 1,9 0,26

Proben (4-6) stirkere Banden zeigten als die Isolate nach Soininen (1-3). Das Ergebnis
war dabei fiir die Lagopus-PCR (029P) deutlicher als fiir die Pflanzen (030XP).

Das Extraktions- sowie das PCR-Blank waren in beiden Fillen negativ. Die

JGO29P JGO30XP
123 45 67 89 1 2 3456 7 89

200bp 200bp

50bp AR W S50Dbp

Abb. 1: Gelbild der PCR fiir Lagopus (029P) und fiir Pflanzen (030XP) vom Vergleich der
Extraktionsprotokolle (Qiagen vs. Soininen ef al.)

Die Banden aus der Qiagen-Extraktion (4-6) waren stirker als die der Extraktion nach Soininen et al.
(1-3). Die Positivkontrollen (8) zeigten ebenfalls eine Bande. Die Extraktions- (6) sowie die PCR-
Blanks (9) waren negativ.

Positivkontrollen zeigten jeweils eine Bande und bestitigten den Erfolg der PCRs. Alle
weiteren Extraktionen wurden nach den Herstelleranweisungen von Qiagen
durchgefiihrt. Damit wurden Konzentrationen von 0 pg/ml (Tab. 2, Nr. 09) bis maximal

5,08 pg/ml (Nr. 24) gemessen.
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Tab. 2: Kotproben mit Standort, Lagopus-Haplotyp und DNA-Konzentration als Mittelwert zweier
Messungen.
Probennummer Breitengrad Lingengrad Standort | DNA-Konzentration in pg/ml | Lagopus COI-Haplotyp | Identifikation | Kloniert
1 K041 72.5519339740276 | 105.711756041273 | 13TY02 3,220 Haplotyp 3 L. lagopus
2 K050 72.5504460185766 | 105.754441972822 | 13TY02 0,693 Haplotyp 3 L. lagopus
3| KOSI | 72.5494420342147 | 105.757411010563 | 13TY02 1,900 Haplotyp 3 L. lagopus
4 K014 72.5475619733334 | 105.730557991192 | 13TY02 0,919 Haplotyp 3 L. lagopus
5 K031 72.5469520222396 | 105.724645983428 | 13TY02 0,100 Haplotyp 3 L. lagopus
6 K032 72.546902988106 | 105.724712032825 | 13TY02 0,897 Haplotyp 4 L. lagopus
7 K040 72.5519310403615 | 105.711690997705 | 13TY02 0,605 Haplotyp 3 L. lagopus
8 K006 72.5478150229901 | 105.730786984786 | 13TY02 0,217 Haplotyp 3 L. lagopus
9 K007 72.5477919727564 | 105.730667961761 | 13TY02 0,000 Haplotyp 3 L. lagopus
10 Ko10 72.5478049647063 | 105.730554973707 | 13TY02 0,437 Haplotyp 3 L. lagopus
11 K002 72.5478140171617 | 105.730595039204 | 13TY02 1,765 Haplotyp 3 L. lagopus
12 Ko16 72.5474739633501 | 105.730407033116 | 13TY02 0,554 Haplotyp 3 L. lagopus
13 K018 72.5473319739103 | 105.731448987499 | 13TY02 3,273 Haplotyp 3 L. lagopus
14 K033 72.5488610006869 | 105.746687036008 | 13TY02 0,523 Haplotyp 1 L. mutus
15 K036 72.5480640259624 | 105.745940962806 | 13TY02 0,262 Haplotyp 3 L. lagopus
16 K005 72.5477890390903 | 105.730840964243 | 13TY02 0,502 Haplotyp 2 L. lagopus
17 KO11 72.5478010252118 | 105.730609958991 | 13TY02 2215 Haplotyp 3 L. lagopus X
18 K013 72.547569014132 | 105.730554973707 | 13TY02 0,385 Haplotyp 1 L. mutus X
19 K065 7240887 105.44804 13TY04 1,985 Haplotyp 1 L. mutus
20 K074 72,408876 105,448164 13TY04 0,480 Haplotyp 1 L. mutus
21| KO075-1 72,408946 105,448315 13TY04 1,300 Haplotyp 3 L. lagopus X
22| K072mD2 72,408949 105,447930 13TY04 1,505 Haplotyp 1 L. mutus X
23| H2-KOT | 72.1507200133055 | 102.097889017314 | 13TY09 0,243 Haplotyp 1 L. mutus X
24 J4-KOT | 72.1506810374557 | 102.097939979285 | 13TY09 5,080 Haplotyp 1 L. mutus
25| K2-KOT | 72.1507650241256 | 102.097958000377 | 13TY09 4,190 Haplotyp 3 L. lagopus X

3.2. Bestimmung der Vogelarten

Um die Lagopus-DNA in den Isolaten zu amplifizieren, wurde eine PCR auf die COI-

Region durchgefiihrt. Die Produkte hatten eine Linge von ungefdhr 280 bp (Abb. 2).

Die schwachen Banden im 50 bp Bereich waren Primer-Dimere, die sich bilden konnen,

wenn keine amplifizierbare DNA vorhanden ist und die Primer teilweise komplementér

JGO35P JGO36P _

12 3 45678 9101112131415161 2 3 4 56 7 8 91011121314 1516
— _ ; =1 |
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50bp - - - -"50bp

Abb. 2: Gelelektrophoresebild der PCR-Produkte der COI-Region aller Isolate.

Alle Produkte wiesen deutliche Banden bei ca. 280 bp auf. Keine Banden in diesem Bereich waren bei
den Negativkontrollen der Extraktionen (13 (035P), 8 und 15 (036P)) und Negativkontrollen der PCR
(beidel6) zu sehen. Schwache Banden waren im 50 bp Bereich zu erkennen, die Primer-Dimere
darstellten.

sind. Die Extraktionsblanks und Negativkontrollen wiesen keine Amplifikate auf. Die

anschlieende Sequenzierung der PCR-Produkte der 25 Proben und die folgende
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Analyse mit BLAST ergab insgesamt vier verschiedene Haplotypen (Tab. 2 und Abb.
3). Die Unterschiede zwischen den Sequenzen sind im Anhang (Abb. Al) dargestellt.
Drei waren identisch mit publizierten Sequenzen von L. lagopus (Haplotyp 2-4) und
eine mit L. mutus (Haplotyp 1). Die Stammbaum-Analyse bestitigte die iiber BLAST
ermittelte Identifikation. Die drei Lagopus-Arten, L. lagopus, L. mutus und Lagopus
leucura (Richardson 1831), das Weillschwanz-Schneehuhn, bildeten einen
gemeinsamen Zweig, wobei L. lagopus und L. mutus getrennt von L. leucura waren
(Bootstrapwert 80). Die Arten L. mutus und L. lagopus waren in zwei Cluster getrennt,
mit jeweiligen Bootstrap-Werten von 100 und 97. Haplotyp 1 gliederte sich in den L.
mutus-Zweig ein.

Nach der eindeutigen Bestimmung der Sequenzen konnten diese ihrem jeweiligen
Standort zugeordnet werden. Am Standort 09 stammten zwei Proben von L. lagopus
und eine von L. mutus, bei Standort 04 eine von L. lagopus und drei von L. mutus. Am
Punkt 02 wurden die meisten Proben gesammelt, wobei 16 Proben L. lagopus und zwei

L. mutus zugeordnet werden konnten (Tab. 2 und Abb. 4c).
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AuBengruppe Tetrao_tetrix
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100 100
58
80
97
53

Abb. 3: Neighbor Joining Baum mit Haplotypen der Lagopus-Arten der Isolate und der Datenbanken mit

der AuBengruppe Tetrao tetrix.

Als AuBengruppe wurde Tetrao tetrix definiert. L. leucura bildete in Abgrenzung zu L. mutus und
L. lagopus einen eigenen Cluster mit einem Bootstrapwert von 80. Der Baum spaltete sich in einen
L. lagopus-Cluster (97) und einen L. mutus-Cluster (100). In letzterem fand sich auch Haplotyp 1, der
zuvor mit BLAST als L. mutus bestimmt wurde (Abb. Al). Die drei (Haplotyp 2,3 und 4) als L. lagopus
bestimmten Haplotypen (Abb. A1) lagen alle im L. lagopus-Cluster. Haplotyp 2 lag in einer Gruppe mit
vier Referenzsequenzen und war von Haplotyp 3 und 4 getrennt, die mit jeweils einer Referenzsequenz
einen eigenen Cluster bildeten (Bootstrapwerte 61 bzw. 54).

KKBNA253-05|Lagopus_leucura

KBNA814-04| Lagopus mutus
KKBNA772-05| Lagopus mutus
BISE227-08| Lagopus mutus
BJNSM842-12| Lagopus mutus

KKBNA778-05| Lagopus mutus

Lagopus Haplotyp 1

KBNA902-04|Lagopus_lagopus

61

54

GBIR2167-10|Lagopus_lagopus
Lagopus Haplotyp 2
BISE228-08|Lagopus_lagopus
GBIR2166-10|Lagopus_lagopus

GBIR2178-10|Lagopus_lagopus

KBNA505-04|Lagopus_lagopus

Lagopus Haplotyp 3

GBIR2168-10|Lagopus_lagopus

Lagopus Haploty 4
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3.3. Genetische Identifikation der Futterpflanzen
Fiir die Klonierung wurden pro Standort jeweils eine Probe von L. lagopus und eine von
L. mutus ausgewihlt. Die Amplifizierung der Pflanzen-DNA wurde durch eine PCR auf

die rnL-Region der Chloroplasten-DNA mit g/A-Primern durchgefiihrt, die durch

JGO032P A GO3BP i
12 34567 8910111213141516 2 3 4 5 67 8 910111213 14 151617

|

D
j=3
{ | e

500bp

o

(WS ENRE cReEe e SRR SESeee 100bp

Abb. 4: Gelbild der PCR auf die ##nL-Chloroplastenregion fiir alle Isolate.

Alle Produkte weisen eine GroBe von iiber 100 bp auf. Die Negativkontrollen (16 (032P) und 17
(033P)), sowie die Extraktionskontrollen 4, 9, 16 weisen keine Banden auf. Die Negativkontrolle der
Extraktionen 10 bei 032P hat eine Kontamination bei 100 bp. Primer-Dimere treten nur vereinzelt und
schwach auf.

molekulare Identifikationssequenzen markiert wurden (Abb. 4). Die Amplikons wiesen
eine Grofe von etwas iliber 100 bp auf, was sich mit den Ergebnissen aus der
Sequenzierung deckte. Bei der Negativkontrolle der Extraktion 10 bei 032P trat
ebenfalls eine Bande bei ca. 100 bp auf, die auf Kontamination hinwies. Fiir die
Klonierung wurden deswegen nur Isolate ausgewdhlt, die nicht in demselben

Extraktionsdurchgang entstanden waren.

Die Produkte aus der Klon-PCR lagen zum Grofteil bei einer erwarteten Linge von
etwas liber 200 bp und wurden sequenziert (Abb. 5). Es wurden bis zu 24 Klone pro
Probe sequenziert. In der Analyse der Sequenzen zeigte sich, dass bei einer
Ubereinstimmung von mindestens 80% alle MIDs der verwertbaren Sequenzen
vorhanden waren. Identifiziert wurden Alnus sp., Betula sp. und Salix sp. (Abb. 6d). Die
Sequenzierung der L. lagopus Probe von Standort 09 ergab 21 Sequenzen fiir Alnus sp.
und 3 flir Betula sp., wohingegen L. mutus nur 5 Sequenzen fiir Alnus sp, aber 19 fiir
Betula sp. aufwies.

Die Ergebnisse fiir die L. lagopus-Probe am Ort 04 zeigten 11 Betula sp. und 8 Salix sp.

Sequenzen, wohingegen bei L. mutus 5 fir Alnus sp. und 19 fiir Betula sp. festgestellt
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b
d 18%
W A/nus sp. M Betula sp. Salix sp. W Larix sp. W Calluna sp. Carex sp.
W Dryas sp. Empetrum sp. B Eriophorum sp. W Tussilago farfara W Ledum sp. W Vaccinium. sp.
n=3 n=4 n=18
c 2 x L. lagopus 1 x L. lagopus 16 x L. lagopus
1x L. mutus 3 x L. mutus 2 x L. mutus
75 Sequenzen
W Alnus sp.
2 M Betula sp.
Salix sp.
15
10
5
0
Ll L lagopus L. mutus L. lagopus L mutus L. lagopus L. mutus
e Volumen [cn?] Betula sp. Pollensicke ~ Poales sp. Fasern  Betula sp. Blattschuppen  Stémmchen [em)]
1B3Y-09 L. lagopus 1,77 197 5 0 0,1
L. mutus 1,77 106 0 2 3,2
1304 L. lagopus 3,61 8 5 2 372
L. mutus 0,9 149 0 0 2.3
13V-02 L. lagopus 8,13 38 26 0 237
L. mutus 1,77 nur Dryas sp. enthalten

Abb. 5: Karte und Ergebnisse der (Meta-) Barcoding-Analysen und der mikroskopischen Untersuchung.

a) Karte der Standorte nahe Chatanga, Sibirien, und Verlauf der Baumgrenze
b) Diagramm der Deckungsgrade der Angio- und Gymnospermen an den Standorten. Gezeigt sind die
Mittelwerte der Deckungsgrade fiir die einzelnen Pflanzen in Prozent, wobei die Gesamtdeckung der
angio- und gymnospermen Pflanzen am jeweiligen Standort als 100% gesetzt wurde.

¢) Gesamtprobenzahl am Standort und Anteil der jeweiligen Vogelart

d) Anzahl der Sequenzen der Futterpflanzen aus den klonierten Proben pro Vogelart und Standort
e) Quantitativ mikroskopische Untersuchung der klonierten Proben pro Vogelart und Standort. Die
Bestandteile wurden einzeln gezéhlt und das Volumen berechnet. Da die Holzreste im Rahmen dieser
Arbeit nicht eindeutig bestimmt werden konnten, wurde hier nur die Gesamtlinge der enthaltenen
Stdmmchen gezéhlt.
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wurden. Die Proben von Punkt 02 zeigten fiir L. lagopus 19 Betula sp. und 5 Salix sp.
und ausschlieBlich 17 Betula sp.-Sequenzen fiir L. mutus.

Die genauen prozentualen Anteile der Deckungsgrade der Standorte wurden als
Kreisdiagramm dargestellt (Abb. 6b), wobei die Gesamtdeckung der angio- und
gymnospermen Pflanzen am jeweiligen Standort als 100% gesetzt wurde. Neben Alnus
sp., Betula sp. und Salix sp. ist das Gebiet durch Ericaceen (Ledum sp., Vaccinium sp.,

Calluna sp. und Empetrum sp.) und Cyperaceen (Eriophorum sp. und Carex sp.)

gekennzeichnet.
2P PP T T W CEUL ] Dl U] i 200bp)

50bp ; 50bp

2005?-.-.-"--....'“-'.-- w-.--.. "'"-“'ZUObp

50bp 50bp
Abb. 6: Gelbild der Amplicons aus der Klon-PCR der Pflanzen-DNA.

Die meisten Amplifikate weisen eine Liange von iiber 200 bp auf. Banden unterhalb dieser Hohe zeigen,
dass die Klonierung nicht erfolgreich war und wurden verworfen. Zwei Amplifizierungen waren nicht
erfolgreich.

Alnus sp. fand sich ausschlieBlich am Punkt 09, gleichzeitig ist dort am wenigsten
Betula sp. und Salix sp. vorhanden. Auftillig waren dort auch die hohen Werte fiir Larix

sp., die in Richtung Norden abnahmen.

3.4. Mikroskopische Untersuchungen der Kotproben
Der Kot von L. lagopus war mehrheitlich zwischen 3 ¢cm und 3,5 cm lang und wirkte
grob strukturiert. AuBerdem waren von auflen zahlreiche Stockchen zu erkennen (Abb.

7). Insbesondere die L. lagopus-Proben von Standort 04 und 02 enthielten eine grof3e
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Anzahl von Holzresten (37,2 cm bzw. 23,7 cm, s. Abb. 4e). Im Gegensatz dazu wirkte
der Kot von L. mutus komprimierter und feiner und wies wenige bis gar keine Holzreste
auf. Die Pellets waren mit ca. 2 cm Lénge deutlich kiirzer als die ihrer Schwesterart,
welche auch das groBere Volumen aufwiesen (Abb. 6¢). Allerdings wies eine Probe von
L. lagopus die Merkmale der L. mutus-Kotproben auf. Da in 96% der Fille die
Merkmale aber zutreffend sind, konnen anhand der Kotprobe die beiden Arten ziemlich
genau unterschieden werden (Abb. 7). In 24 von 25 Proben fanden sich die gleichen
Bestandteile in unterschiedlichen Anteilen. Eine genaue visuelle Bestimmung war im
Rahmen dieser Arbeit nicht moglich. Der Querschnittvergleich von Stéckchen aus den

Proben und Herbariumsmaterial lieferte keine eindeutigen Ergebnisse (Abb. A1 und

A2). Genauer zuzuordnen waren nur die Pollen bzw. -sédcke von Betula sp. (Abb. A3),

Abb. 7: Kotproben im Vergleich, links L. lagopus, rechts L. mutus.

Der Kot von L. lagopus ist im Durchschnitt gréer und gréber strukturiert als der von L.
mutus. Letzterer wirkt deutlich kompakter und weist nur wenige Stdckchen auf.

die in groBer Zahl in den Proben vom Ort 09 (197 und 106) und in der L. mutus Probe
von Standort 04 (149) vorhanden waren (Abb. 6e). Fasern, die als Poales sp.
identifiziert wurden, fanden sich ausschlieBlich im Kot von L. lagopus, besonders am
Sammelpunkt 02. GroBere Teile von Betula sp. Blattschuppen (Abb. A3) fanden sich in
der L. mutus Probe vom Punkt 09, sowie in beiden Proben vom Standort 04 (Abb. 6e).
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Die L. mutus-Probe (K013) vom Punkt 02 fiel in den mikroskopischen Untersuchungen
durch ein sehr homogenes AuBeres auf und enthielt keine der aus den anderen Proben
bekannten Bestandteile. Das blassgriine, weiche, faserige und flockige Material wurde

als Dryas sp.-Blattreste identifiziert (Abb. AS).

4. Diskussion

In dieser Studie wurden Kotproben der Hiihnervogelgattung Lagopus mithilfe
genetischer und mikroskopischer Methoden analysiert. Dabei wurde die COI-Region
bzw. das trnL-Intron genutzt, um die Lagopus-Art und die Futterpflanzen des jeweiligen
Tieres zu bestimmen. Die Studie zeigt, dass die angewendeten genetischen Methoden
geeignet sind, um die Kotproben einer Vogelart zuzuordnen und die gefressenen
Pflanzen mindestens bis aufs Gattungsniveau zu identifizieren. Die mikroskopischen
Untersuchungen liefern taxonomisch weniger eindeutig bestimmbare Ergebnisse, sollten
aber in Erginzung angewendet werden, um die Ergebnisse aus den genetischen
Untersuchungen zu iiberpriifen und gegebenenfalls, wie in dieser Arbeit, erweitern zu
konnen. Aufgrund der geringen Stichproben- und Sequenzzahl sind die Aussagen nicht
statistisch belegbar und beschrinken sich auf drei Individuen jeder Art. Die aus den
sechs Proben erzielten Ergebnisse werden mit der Fachliteratur verglichen und

diskutiert.

4.1. DNA-Konzentrationen

Die Extraktionsmethode nach dem Qiagen-Protokoll hat sich aufgrund der hoheren
DNA-Konzentrationen und der erfolgreicheren PCR gegeniiber dem Soininen-Protkoll
als das effizientere erwiesen und wurde fiir alle Proben genutzt. Die starken
Schwankungen in den DNA-Konzentrationen sind auf die unterschiedliche Qualitét der
Kotproben zuriickzufiihren. Die Umweltproben lagen unterschiedlich lange an
verschiedenen Standorten und waren demnach DNA-schidlichen Einfliissen wie UV-
Strahlung, Temperatur und Feuchtigkeit ausgesetzt, was die Quantitidt der DNA in der
Probe beeinflusst (A'Hara et al. 2009). Dennoch konnte in allen Kotproben sowohl
Lagopus-, als auch Pflanzen-DNA amplifiziert werden.
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4.2. Genetische Identifikation der Kotproben

Die Nutzung von mitochondrieller DNA als Marker fiir Vogel, insbesondere der COI-
Region (Hebert et al. 2004a, Quintela et al. 2010), hat sich, neben der Verwendung der
Cytochrom-b-Region (A Hara et al. 2009) oder der 12s bzw. 16s rRNA (Lucchini et al.
2001), etabliert. Diese Methode eignet sich auch besonders fiir die Identifizierung von
Schwesterarten unter Vogeln (Tavares & Baker 2008).

Die in dieser Studie verwendeten Primer liefern eine gute Auflosung und eignen sich,
um die Lagopus-Arten eindeutig zu bestimmen. Dies wird durch den Neighbor Joining
Baum bestitigt, in dem alle definierten Haplotypen in voneinander getrennten Clustern
mit Sequenzen aus der Referenzdatenbank reprisentiert sind. Die Trennung des L.
lagopus- vom L. mutus-Zweig, mit jeweiligen Bootstrapwerten von 97 und 100, l&sst
eine eindeutige Unterscheidung der Arten auf genetischer Ebene zu, obwohl sie eine
hohe genetische Ubereinstimmung aufweisen (Quintela et al. 2010). Die Auflosung
innerhalb der L. lagopus-Haplotypen ist mit Bootstrapwerten zwischen 50 und 60
deutlich niedriger, wobei das Ziel dieser Arbeit, die beiden Arten zu unterscheiden, mit
den Markern erfiillt wurde.

Eine Moglichkeit, die Identifikation der Schwesterarten zu beschleunigen und zu
vergiinstigen, bietet die Technik des Rapid Classificatory Protocol PCR (RCP-PCR)
(Dalén et al. 2004). Dabei wird dem PCR-Ansatz fiir die Probe ein fiir die Arten
universeller und ein artspezifischer Primer zugesetzt, der in unterschiedlicher
Entfernung zum ersten Primer bindet und so je nach Art spezifisch lange Amplifikate
produziert. Nach einer Gelelektrophorese kann anhand der Lénge der Produkte die Art
identifiziert werden. Die gesamte Analyse kann auf diese Weise innerhalb von sechs
Stunden durchgefiihrt werden. Die Methode bietet sich vor allem fiir groBangelegte
Studien an, nachdem die Wirksamkeit der Marker in einer Pilotstudie wie dieser getestet
wurde, da mit der RCP-PCR keine Sequenzinformationen zur Uberpriifung der
Ergebnisse vorliegen.

Die in dieser Arbeit angewendete Methode mit Sequenzierung ergab, dass 19 der 25
Proben von L. lagopus und 6 von L. mutus stammten. Moglicherweise waren die
Sammelstandorte noch zu weit siidlich, um mehr L. mutus-Proben finden zu kénnen, da
diese Art offeneres Geldnde bevorzugt (Storch 2007 ,,Grouse: Status Survey and
Conservation Action Plan 2006-2010 TUCN*). Allerdings fand sich am Standort 02, an
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dem keine Bidume mehr vorhanden waren, die meiste L. lagopus-Fazes. Durch eine
erhohte Stichprobenzahl und eine weitere Verteilung der Sammelorte liber die Nord-
Stid-Achse konnte die Reprisentation der Arten in den Proben angeglichen werden.

Ein Nachteil bei der Verwendung mitochondrieller Marker ist, dass Hybridisierungen
zwischen L. mutus und L. lagopus nicht entdeckt werden konnen und dies die
Zuordnung der Proben erschweren konnte. Dadurch, dass die Lagopus-Arten
sympatrisch auftreten, kommt es auch zu Hybridisierungen zwischen ihnen; bis zu 4%
der Individuen von L. lagopus zeigen Anzeichen von Hybridisierung. Mit der
vermutlich zunehmenden Habitatsiiberlappung im Zuge der Erderwidrmung, koénnte
dieser Wert ansteigen und muss als moglicher Fehler in der Analyse mitgedacht werden

(Quintela et al. 2010).

4.3. Visuelle Identifikation der Kotproben

Eine Zuordnung der Kotproben zur jeweiligen Lagopus-Art ist visuell weitgehend
moglich. Nur eine L. lagopus-Probe glich in ihren duleren Merkmalen den Proben ihrer
Schwesterart. Bei Soininen et al. (eingereicht) wurden zwei nahverwandte
Lemmingarten anhand der Kotproben mit einer &hnlich hohen Trefferquote
unterschieden. Die visuelle Bestimmung kann im Feld als Anhaltspunkt dienen, sollte

aber idealerweise durch genetische Methoden verifiziert werden.

4.4. Genetische Identifikation der Futterpflanzen

Die Amplifizierung der Pflanzen-DNA mithilfe der g/A-Primer war in allen Proben
erfolgreich, obwohl es zu einer Kontamination kam und die davon betroffenen Proben
aus dem Versuch genommen wurden. Die Sequenzierung der klonierten PCR-Produkte
ergab Sequenzen von Alnus sp., Betula sp. und Salix sp. Die Ergebnisse decken sich gut
mit den Vegetationsdaten. Am Standort 09 fressen beide Lagopus-Individuen Alnus sp.,
welcher dort auch am hdufigsten vorkommt. Das L. mutus-Individuum frisst weniger
Alnus sp., allerdings deutlich mehr Betula sp. als der Vertreter seiner Schwesterart.
Obwohl vorhanden wurde Salix sp. an diesem Standort nicht gefressen. An den
Standorten 04 und 02 gab es kein Alnus sp., aber Betula sp. und Salix sp. in dhnlichen
Mengen. Letztere wurde an beiden Orten nur von L. lagopus gefressen, wobei Betula

sp. von Individuen beider Arten in fast gleichen Anteilen verzehrt wurde. In der
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Kotprobe von L. mutus am Punkt 04 wurde auch Alnus sp. gefunden, welche der Vogel
an einem anderen Ort aufgenommen haben muss. Am Sammelpunkt 02 wurde in der
Fézes von L. mutus nur Betula sp. nachgewiesen.

Zu beachten ist dabei, dass die Vegetationsdaten auf Deckungsgraden beruhen und nicht
die tatsdchliche Biomasse der vorhandenen Pflanzen widerspiegelt. Dadurch kann die
tatsdchlich fiir die Vogel verwertbare Pflanzenmasse groBer oder kleiner als der
Deckungsgrad sein und so das Fra3verhalten erkldren.

Dennoch weisen die Ergebnisse auf Nahrungspriferenzen der Schwesterarten hin,
welche schon zwischen Populationen einer Art stark variieren konnen (Moss & Hanssen
1980). Betula sp. wird an allen Standorten unabhéngig von ihrer Abundanz gefressen,
wenn auch L. lagopus Alnus sp. zu préferieren scheint. L. mutus frisst in diesen Proben
zu geringeren Anteilen auch A/nus sp., aber kein Salix sp. In Bezug auf Alnus sp., Betula
sp. und Salix sp. als Hauptnahrungsquelle decken sich die Ergebnisse mit denen anderer
Studien (Moe & Bjune 2009, Pavlov 1974 (zitiert in Chernov 1988)), wobei bei diesen
die Priaferenzen der Schwesterarten fiir einzelne Nahrungspflanzen zum Teil von den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit abzuweichen scheinen (Pavlov 1974 (zitiert in
Chernov 1988)). Demnach miisste der Hauptbestandteil der Nahrung von L. lagopus aus
Salix sp. (44%) und bei L. mutus aus Alnus sp. (77%) bestehen. Betula sp. wire bei
beiden Arten in fast gleichen Anteilen vorhanden (13% bzw. 7%). In dieser Arbeit
wiirde fiir beide Lagopus-Arten Betula sp. den Hauptbestandteil ausmachen (L. lagopus
49,3% und L. mutus 84,6%). Allerdings sind anhand der Sequenzzahl keine
quantitativen Aussagen iiber die Nahrung moglich, unter anderem aufgrund der
geringen Stichprobenzahl von 24 Sequenzen. Zusitzlich konnen Fehler wihrend der
Extraktion, unterschiedliche Effizienz in der Amplifizierung der Ziel-DNA oder geringe
Zelldichte der gefressenen Pflanzen zu groBBen Unterschieden in der Représentation der
Pflanzenarten in den Sequenzen flihren (Bohmann et al. 2014, Pompanon et al. 2012).
Diese Faktoren konnten auch erklidren, warum Dryas sp., Poales sp. oder verschiedene
Ericaceen nicht in den Sequenzierungs-Ergebnissen auftauchen, obwohl diese an den
Standorten vertreten und besonders im Friithling und Sommer Nahrungspflanzen der
Lagopus-Arten sind (Moe & Bjune 2009, Moss & Hanssen 1980, Chernov 1988).

Mit Nutzung von NGS, die hunderttausende mit MIDs markierte Sequenzen produziert,

kann die Zusammensetzung der Kotproben genauer wiedergegeben werden, obwohl
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auch mit dieser Methode keine quantitative Aussage iiber die Bestandteile getroffen
werden kann (Valentini et al. 2008). Weiterhin muss, um ein differenziertes Bild der
gefressenen Pflanzen zu erhalten und falsch-negative Ergebnisse auszuschlieBen, die
Homogenisierung der gesamten Probe in Betracht gezogen werden, da schon die
Entnahme einer Probe aus dem Kot fiir die Extraktion die tatsdchliche
Zusammensetzung verzerren kann (Deagle et al. 2005). Des Weiteren konnte die
dominante DNA der drei Hauptbestandteile (Alnus sp., Betula sp., Salix sp.) die
Amplifikation von DNA von weniger dominanten Pflanzen behindert haben. Durch den
Einsatz von Blockern fiir dominante DNA (Boessenkool et al. 2012) kann eine
Amplifizierung in der PCR verhindert werden, was gleichzeitig die Vermehrung nicht-

dominanter DNA beglinstigt.

4.5. Primerwahl

Durch die Nutzung der g/h-Primer beschrdnkt sich die Untersuchung auf Angio- und
Gymnospermen (Taberlet et al. 2007). Ein mdglicher Verzehr von Moosen, Farnen oder
Pilzen wiirde nicht entdeckt werden, wobei es in anderen Studien bisher keine Hinweise
darauf gibt, dass diese Organismen von Lagopus-Arten gefressen werden. Allerdings
bedienten sich diese Studien bisher keiner genetischen Methoden und beschrédnkten sich
auf die Untersuchung des Mageninhalts. Dabei ist die Gefahr aufgrund der Zersetzung
groB, keine Uberreste zu finden bzw. diese nicht bestimmen zu konnen. Ein
Metabarcoding gezielt flir diese Organismen konnte dabei neue Erkenntnisse bringen.
Mit den ¢ und d Primern (Taberlet et al. 1991) ist es moglich, beispielsweise Moose und
Farne zu detektieren, wobei die Lénge des amplifizierten Bereichs bei degradierter DNA

problematisch sein konnte.

4.6. Mikroskopische Untersuchungen der Kotproben

Die mikroskopische Untersuchung hat gezeigt, dass bei groBer Ubereinstimmung der
Bestandteile in den Proben durchaus Unterschiede in der Anzahl und zwischen den
Arten feststellbar sind. In einem Fall wich die Zusammensetzung der Kotprobe komplett
von der anderer Proben ab.

Durch Fragmentierung und Ausbleichung wihrend der Verdauung sind die organischen

Reste zum Grofiteil nicht eindeutig bestimmbar. Zu erkennen sind groBere Holzreste
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von vermutlich Alnus sp., Salix sp., Betula sp. und Vaccinium sp., Pollensicke und
Blattschuppen von Betula nana, sowie Poales-Fasern. Ein groBer Teil besteht aus nicht
ndher bestimmbarem, kleinteiligen Material. Aufgrund dessen weicher, faseriger
Struktur kann vermutet werden, dass es sich dabei um Uberreste von Weidenkitzchen
oder Wollgrdsern (Eriophorum sp.) handelt. Wollgrdaser waren zumindest am Standort
04 vorhanden. Enthalten waren vermutlich ebenso stark verdaute Poales-Halme sowie
zerfaserte Holzreste. Die genaue Bestimmung der Holzstimmchen war selbst nach
Anfertigung von Querschnitten und Vergleich mit herbarisiertem Material nur schwer
moglich. Da Lagopus vor allem junge Triebe und Knospen frisst (Chernov 1988) ist das
Holz noch in der Wachstumsphase und nicht voll ausgebildet, wodurch sich die
verschiedenen Holzer stark dhneln und eine Bestimmung erschweren. Auflerdem fehlt
den meisten Holzresten die Rinde als Anhaltspunkt fiir eine Zuordnung und aus vielen
Stammchen konnen aufgrund starker Deformation keine Querschnitte angefertigt
werden. Trotzdem wurde eine quantitative Untersuchung von sechs Proben
vorgenommen, deren Ergebnisse sich teilweise mit den Ergebnissen aus der
Sequenzierung deckten.

Bis auf eine Probe enthielten auch hier alle die bekannten Bestandteile. So waren in fiinf
der Kotproben Pollensicke vorhanden, die unabhingig von der Sequenzanzahl von
Betula sp. in der Probe auftraten. Fasern von Poales fanden sich nur in den L. lagopus-
Proben, was, im Gegensatz zu L. mutus, auf eine Bevorzugung dieser Nahrung
schlieBen ldsst. In den beiden L. lagopus-Proben von Standort 04 und 02, die das grofte
Volumen aufwiesen, fanden sich die meisten Holzstimmchen. Interessanterweise waren
in diesen Proben auch die einzigen Salix sp.-Sequenzen vorhanden, was bedeuten
konnte, dass hier besonders viele Weidensprosse verzehrt wurden, die dann als
Holzreste erhalten blieben.

Die Blattschuppen von Betula nana wurden nur als vollstindige Exemplare gezdhlt,
waren aber als Fragmente zahlreich im ansosnten undefinierbaren Material in allen
Proben vorhanden. In der L.mutus-Probe vom Standort 02 fanden sich visuell nur
Uberreste von Dryas sp., wobei in den genetischen Daten ausschlieBlich Sequenzen von
Betula sp. zu finden waren. Dieser Befund, zusammen mit dem Fehlen von Vaccinium
sp. und Poales sp. in den Sequenzen, verdeutlicht die bereits angesprochenen Probleme,

die sich bei Nutzung genetischer Methoden ergeben konnen. Die mikroskopischen
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Untersuchungen dagegen sind sehr zeitintensiv und erfordern spezielles Wissen zur
Bestimmung von stark zersetztem organischen Material. Das Anlegen einer
Photodatenbank von in einer Simulation verdauten Pflanzen aus der Region ist denkbar
(Soininen et al. 2009), aber sehr aufwendig. Eine Verbindung der Vorziige beider
Methoden ist flir eine Nahrungsanalyse mit stark zersetztem organischen Material am
vorteilhaftesten (Pompanon et al. 2011).

Das Metabarcoding ermoglicht es, viele Proben in kurzer Zeit zu bearbeiten und, vor
allem mit Nutzung der NGS, eine Vielzahl von Sequenzen zu erzeugen, wodurch die
Futterpflanzen identifiziert werden konnen. Unterstiitzt durch stichprobenartige
mikroskopische Untersuchungen, die ein genaueres Bild von der Zusammensetzung der
Probe geben und auf Unterreprédsentation von einzelnen Bestandteilen in den Sequenzen

hinweisen kdnnen, ergibt sich ein recht genaues Bild der Qualitit des Kotinhalts.

Die Ergebnisse der Untersuchungen haben gezeigt, dass die Lagopus-Arten zum
Grofiteil dieselben Pflanzen fressen, aber durchaus Unterschiede in den
Nahrungspriferenzen vorliegen. Auffillig ist dabei, dass L. mutus kein Salix sp.
gefressen hat, obwohl es, wenn auch in geringem Anteil, eine Futterpflanze dieser Art
ist (Chernov 1988). Das Fehlen von Salix in den L. mutus-Proben kann vermutlich auf
die geringe Stichprobenzahl zuriickgefiihrt werden.

Da sich die Schwesterarten erst vor 80.000 — 90.000 Jahren aufgespalten haben und
somit relativ junge Arten sind (Quintela et al. 2010), kann eine hohe Uberlappung der
okologischen Nische angenommen werden. Mit der zunehmenden Klimaerwirmung
und der damit einhergehenden Verschiebung der Vegetationsgrenze nach Norden liegt
die Vermutung nahe, dass L. lagopus weiter in das Habitat von L. mutus vordringen
wird. Eine Studie, inwieweit sich die Erndhrungsnischen iiberlappen und damit eine
intraspezifische Konkurrenz herrscht, dhnlich wie z.B. bei Lemmingen durchgefiihrt
(Soininen et al. 2014, Soininen et al. eingereicht), erscheint angebracht. Die
Moglichkeit der durch die zu erwartende stirkere Habitatiiberlappung zunehmenden
Hybridisierung (Quintela et al. 2010) stellt das Barcoding dabei vor das Problem, die
beiden Arten zukiinftig eindeutig voneinander unterscheiden zu koénnen. Gezielte
Entwicklung von Primern und Tests an hybridisierten Vogeln sollten dieses Problem

16sen konnen. Weiterfiihrende populationsgenetische und 6kologische Studien konnten
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auch kldren, ob die Hybridisierung einen positiven oder negativen Einfluss auf die

Lagopus-Arten ausiibt (Quintela et al. 2010).

4.7. Interaktion zwischen Herbivoren und Pflanzen

Die Folgen der Klimaerwdrmung betreffen nicht nur die intraspezifischen Interaktionen
zwischen Lagopus sondern ebenso das interspezifische Verhidltnis von Lagopus zur
Vegetation (Hakkarainen et al. 2007). Im Winter, wenn Betula sp. und Salix sp. den
Hauptbestandteil der Nahrung ausmachen (Chernov 1988), werden 80% - 90% der
Zweige iiber der Schneedecke abgefressen. Zweige unterhalb des Schneeniveaus oder
iiber der Kopfthohe der Vogel werden weitaus weniger geést (Tape ef al. 2010, Christie
et al. 2014). Das Wachstum der Strducher wird durch das Beweiden der Knospen und
Triebe beeinflusst und es bildet sich eine besenartige Wuchsform mit vielen kurzen
Trieben, die Lagopus wiederum mehr Nahrung bietet (Tape ef al. 2010, Abb. A7).
Obwohl die Striucher dem Asen gegeniiber relativ tolerant sind, greifen die Vogel
durch das Abfressen der Knospen und Kétzchen aktiv in die Reproduktion der Straucher
ein und verringern deren Konkurrenzfdhigkeit gegeniiber anderen Pflanzen
(Hakkarainen et al. 2007, Christie ef al. 2014). Bei steigenden Wintertemperaturen und
sinkender Schneehdhe ist eine Verdnderung der Wuchsformen der Strducher durch
verdandertes Fressverhalten der Vogel denkbar (Hakkarainen ef al. 2007). Gleichzeitig
hat die zunehmende Ausbreitung von Alnus, Betula und Salix vermutlich einen positiven
Einfluss auf die Populationsgrofle, Wintersterblichkeit und Néhrstoffversorgung der
Weibchen im Winter (Tape et al. 2010, Henden et al. 2011). Auf dem Gebiet der intra-
und interspezifischen Wechselwirkungen der Lagopus-Arten und ihrer Umwelt sind
zahlreiche Hypothesen erarbeitet worden, die es noch zu beweisen gilt. Durch die
zunehmende Zahl der Studien im Bereich der Habitatstruktur und Populationsgenetik/-
dynamik (Moss et al. 2010) wird diese Aufgabe aktuell und in den nichsten Jahren
verstdrkt angegangen. Die hier angewandten Barcoding-Methoden kdnnten dabei einen
Beitrag zum effizienten und groBflichigen Arbeiten leisten. Denkbar ist auch die
Anwendung der Techniken auf die Nahrung von Lagopus-Kiiken, iiber deren

Insektenverzehr bisher nur wenig bekannt ist (Moss et al. 2010).
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4.8. Schlussfolgerung

Die eingesetzten Marker liefern eine gute Aufschliisselung der Lagopus-Arten, wobei
die Unterscheidung durch zu erwartende stirkere Hybridisierung erschwert werden
konnte. Mit Anwendung der RCP-PCR kann die Artbestimmung unter bestimmten
Umstidnden vereinfacht und beschleunigt werden.

Die hier angewendete Methode liefert bei der Bestimmung der Nahrungsbestandteile
solide Ergebnisse, wobei mithilfe einer Erhéhung der Probenzahl und der Verwendung
von next-generation-Sequenzierern ein genaueres Abbild der
Nahrungszusammensetzung der Vogel zu erwarten ist. Inwiefern die Dominanz der
DNA von Alnus sp., Salix sp. und Betula sp. ein Problem darstellt, muss noch
festgestellt werden. Durch die Anpassung des experimentellen Ansatzes, z.B. durch die
Nutzung von Blockern oder gruppenspezifischen Primern, konnten eventuell mehr
Pflanzen identifiziert werden. Der Einsatz von c/d-Primern fiir Moose und Farne konnte
die Analyse ebenso verbessern. Die stichprobenartige mikroskopische Untersuchung des
Kotes hat im Vergleich zur genetischen Methode zum Teil zu abweichenden
Ergebnissen gefiihrt. Deshalb erscheint es angebracht, beide Methoden in Kombination

anzuwenden, um die Erkenntnisse aus dem Barcoding zu verifizieren.

5. Zusammenfassung

In dieser Studie wurde bewiesen, dass sich die COI-Region und die speziell
entwickelten Primer dazu eignen, die Schwesterarten L. lagopus und L. mutus
voneinander zu unterscheiden. Eine Artunterscheidung aufgrund duBlerer Merkmale der
Kotproben ist moglich, sollte aber durch genetische Methoden {iberpriift werden. Die
Bestimmung der Futterpflanzen mithilfe von eDNA aus Kotproben unter Nutzung des
Metabarcoding mit molekular markierten g/A-Primern hat sich ebenfalls als erfolgreich
erwiesen, wobei es zum Teil Abweichungen zu den Ergebnissen aus den
mikroskopischen Untersuchungen gab und beide ergéinzend angewendet werden sollten.
Durch den Einsatz von individuell markierten Primern und deren erfolgreichen
Sequenzierung, ist eine Anwendung der Methode fiir next-generation-Sequenzierer und

damit auch fiir grof} angelegte 6kologische Studien méglich.
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7. Anhang

Die

identifiziert.
Haplotypen 2 und 4 weichen in einer

mutus

Al: Consensussequenz und Sequenzen
L.

der 4 Lagopus-Haplotypen
Consensussequenz ab und wurde spéter

Position ab, wohingegen Haplotyp 3

der Consensussequenz genau gleicht.
Sequenzen 2, 3 und 4 wurden als L.

Haplotyp 1 weicht am meisten von der
lagopus bestimmt.
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A2: Querschnite aus herbarisiertem Vergleichsmaterial von a) Betula nana, b) Alnus alnobetula, c) Salix
sp., d) Vaccinium sp.
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A3: Holzreste und daraus gefertigte Querschnitte aus den Kotproben.
a) event. Alnus alnobetula oder Betula nana.

b) event. Salix sp.

c) event. Vaccinium sp. oder Betula nana
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A4: Betula nana Bestandteile in den Kotproben.

a) Blattschuppe aus der Probe und herbarisiertes Vergleichsmaterial

b) Pollen aus Pollensidcken der Kotproben und Pollen von Betula pendula
(http://www.botany.unibe.ch/paleo/pollen/images/jpeg/Betula_pendula W40I .jpg)

AS5: Undefiniertes Material der Kotproben.
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A6: Dryas sp.-Reste aus der L. mutus-Probe K013 vom Standort 02. a) faseriges, weiches Material auf
der Blattunterseite, b) strukturierte Oberfldche eines Blattrestes

: . : e . e S
A7: Nicht-geiaste (links) und geiste (rechts) Weide (Salix alaxensis) in Nord-Alaska. Spuren der beiden
Lagopus-Arten sind zu erkennen (Christie et al. 2014)
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