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1 Einleitung

Vogd eignen sch sehr gut zur Untersuchung der Struktur von Paarungssystemen, dasie
dle denkbaren Ausprégungen, von Monogamie tber Polyandrie und Polygynie bis hin zur
Promiskuitét entwickelt haben (Ubersichten in Birkhead & Mdller 1992). Lange Zeit wur-
de dabe jedoch die Monogamie ds das bel V6geln vorherrschende Paarungssystem be-
trachtet. So vertrat z.B. Lack (1968) die Auffassung, dal3 Uber 90% aler Vogelarten mono-
gam sa2ien. Alswesentliche Ursache fir die Entstehung und Aufrechterhatung von Mono-
gamie gdt dabel zunéchst die Notwendigkelt biparentaer Brutfirsorge (Lack 1968). Spé-
ter zog man jedoch auch in Betracht, dal3 das monogame Paarungssystem lediglich infolge
gewisser Einschrankungen Bestand haben kénnte (Emlen & Oring 1977, Wittenberger &
Tilson 1980, sehe auch Gowaty 1996). Demzufolge wéren monogame Mannchen eher ds
»verhinderte Polygynisten* zu bezeichnen, die wegen 6kologischer Beschrankungen, Mo-
nopoliserung von Weibchen durch andere Mannchen und/oder Aggressionen zwischen
Weibchen zur Monogamie ,,gezwungen* wéren. Diese verdnderte Sichtweise flhrte dazu,
dal3 man vereinzelt beobachtete Kopulationen aul¥erhalb des Paarbundes (z.B. Huxley
1912, Marler 1956, Robinson 1956), die anfangs als ein von der Norm abweichendes Ver-
hdten einzelner Tiere interpretiert wurden (z.B. Goodwin 1955, Robinson 1956), in einem
anderen Licht zu sehen begann. So war Trivers (1972) der Ansicht, dal3 Mannchen ihren
Reproduktionserfolg steigern konnen, indem se sch mit einem Weibchen verpaaren und
geachzatig mit anderen Weibchen kopulieren, ohne fir deren Nachwuchs zu sorgen.
Weibchen, deren Partner von geringer Quditét snd, konnten ihrersaits ihre Gesamifitnel3
geigern, indem se mit hochwertigen Mannchen kopulieren und so die Qualitét ihrer Nach-
kommen verbessern (s.u.). Um beurtellen zu konnen, inwieweit solche ,,gemischten Fort-
pflanzungsstrategien® (Trivers 1972) generdl eine Rolle spiden, war es jedoch zunéchst
notwendig, die Haufigkeit ihrer phdnotypischen Auspragung zu ermitteln.

Elternschaftsbestimmungen gestalteten sich zunéchst relativ schwierig, dakeine gesigne-
ten Methoden fir Elternschaftsnachwei se zur Verfligung sanden. Die Verwendung mor-
phologischer Marker, z.B. Unterschiede in der Gefiederfarbung (z.B. Cheng et al. 1983),
| soenzymanalysen oder geschlechtsspezifische Erblichke tsstudien morphol ogischer Merk-
mae (z.B. Alado et al. 1984) ermoglichten eslediglich, enzelne Individuen von der B-
ternschaft auszuschlief3en. Fir eine pogitive ldentifizierung des betreffenden Elters erwie-
sen sich die betrachteten Merkmae hingegen as nicht variabel genug. Erst d's Jeffreys et
al. (1985 a, b) die Methode des genetischen Fingerabdrucks (DNA-Finger printing) eta-
blierten, welche die Darstellung individua spezifischer DNA-Muster erméglicht, wurde ein
Weg geebnet, der diesbeziigliche Studien erlaubte und dadurch Freilanduntersuchung zum
Paarungssystem verschiedener Tierarten nachhdtig revolutionierte. Das Verfahren wurde
nach Waiterentwicklung und Optimierung (z.B. Ali et al. 1986) inzwischen auch be vielen
bis zu diesem Zeitpunkt al's monogam angesehenen V ogel arten angewandt. Dabel liefl3sich
zeigen, dal3 die Putativeltern, welche die Brut mit Futter versorgten, oftmals nicht unbe-
dingt auch die genetischen Eltern dler Nestlinge waren. Die auch frilher vereinzelt schon
beobachteten Kopulationen aufl3erhalb des Paarbundes (= extra-pair copulations, EPCs;
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s0.) fuhren aso tatséchlich in viden Féllen zur Befruchtung (= extra-pair fertilizations,
EPFs, z.B. Burke & Bruford 1987, Ubersichten in Westnezat et al. 1990, Birkhead & Mgller
1992, Westneat & Webster 1994), d.h. die aus ihnen resultierenden Nestlinge (= extra-pair
young, EPY) ssammen nicht vom Putativvater ab.

Be 86% dler bisher untersuchten Singvogel arten konnten EPY nachgewiesen werden
(Westneat & Sherman 1997). Alternative Fortpflanzungsstrategien, die den Reproduktions-
erfolg enzelner Individuen erheblich beeinflussen kénnen und somit eine wichtige Voraus-
setzung fur die sexuelle Selektion be monogamen Arten darstellen (z.B. Mdler & Birk-
head 1994), sind bei Vogeln aso weit verbreitet (Ubersichten z.B. in Westnest et al. 1990,
Birkhead & Mgdller 1992, Westneat & Sherman 1997). Als Konsequenz ist der Gebrauch
des Begriffes,,Monogamie* bel den meisten VVogdarten dlenfals noch in Verbindung mit
dem Zusatz ,,sozid" zu rechtfertigen (Gowaty 1996), d.h. es muf3 zwischen soziden und
genetischen Eltern unterschieden werden.

Die oben genannten Befunde flihrten zu einer Intensivierung der Auseinandersetzung mit
dieser Thematik. Dabel wurde u.a. rdativ schnd| deutlich, dal3 die Haufigkeit des Auftre-
tens von Fremdvaterschaften (= extra-pair paternity, EPP) bal Vogeln sowohl inter- as
auch intraspezifischen Schwankungen unterworfen ist. Die Unterschiede zwischen ver-
schiedenen Arten sind erheblich. So konnten z.B. beim Steinkauz (Athene noctua, Mler
et al. 2001) oder bel der BuntfulRsturmschwal be (Oceanites oceanicus, Quillfddt et al.
2001) keine EPY nachgewiesen werden, wéhrend beim audtrdischen Pracht- Staffdl-
schwanz (Malurus cyaneus) 95% der Bruten EPY enthidten (Mulder et al. 1994). Auch
zwischen Populationen derselben Art sind oftmals deutliche Unterschiede festzustellen

(z.B. beim Trauerschndpper [Ficedula hypoleuca], s. Brin et al. 1996, Lubjuhn et al.
2000), und auch innerhalb derselben Population kénnen von Jahr zu Jahr Schwankungen
auftreten (fUr die in dieser Arbeit untersuchten Kohimeisen s. Lubjuhn et al. 1999 a). Als
maogliche Ursachen fir diese Variabilitét werden verschiedene Faktoren diskutiert. Die
Rolle 6kologischer Faktoren wie Brutpaardichte (z.B. Gibbs et al. 1990, Gowaty & Brid-
ges 1991 a, Dunn et al. 1994, Ubersicht in Westneat & Sherman 1997) oder Synchronitét
der Brutpaare (z.B. Stutchbury & Morton 1995, Kempenaers 1997, Stutchbury 1998 a, b,
Wesetherhead & Y ezerinac 1998) ist dabel umdtritten, weshab sch ein Teil der vorliegen-
den Untersuchungen gerade mit diesen Aspekten ausainandersetzt (s.u.).

Genauso umdtritten, wie der Einfluf von Brutpaardichte und Brutsynchronitét, ist die Fra
ge nach dem Anpassungswert von Kopulationen aul¥erhalb des Paarbundes. Fir die Mann
chen scheint der Nutzen von EPCs auf der Hand zu liegen, da man davon ausgeht, dal3 se
ihren Reproduktionserfolg, gemessen an der Anzahl eilgener Nachkommen, durch EPCs
direkt erhéhen kénnen. Ein Nutzen fir Weibchen ist dagegen nicht derart offensichtlich.
Daher herrschte lange Zeit die Annahme vor, dal3 mehr oder weniger passive Welbchen
EPCs von Méannchen aufgezwungen bekommen (z.B. Wrege & Emlen 1987, Westnest et
al. 1990). Neuere Studien zeigten jedoch bald eine aktive Rolle der Weibchen, auch bel
Kohlmeisen (s Strohbach et al. 1998). Weibchen scheinen einersaits Mannchen zu EPCs
aufzufordern, anderersaits K opulationsversuche fremder Mannchen erfolgreich abwehren
zu konnen (z.B. Smith 1988, Gowaty & Bridges 1991 b, Bjorklund et al. 1992, Kempe-
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naerset al. 1992, Lifjeld & Robertson 1992, Wagner 1992, Gowaty 1994, Lifjeld et al.
1994, Sheldon 1994, Hoi 1997, Strohbach et al. 1998, Double & Cockburn 2000, siehe
aber Weatherhead 1999).

Ein Nutzen von EPCs fur Weibchen mul3 aus evol utionshiologscher Sicht generdll deshab
gefordert werden, well dieses Verhaten fur Weibchen nachweislich nicht kostenneutra ist.
S0 reduzieren z.B. Kohlme senménnchen ihre Fitterleistung und die Intendtét der Brutver-
teidigung, wenn sich in dem betreffenden Nest EPY befinden, und passen ihren Elternaui-
wand damit der Anzahl eigener Nachkommen an (Lubjuhn et al. 1993, Lubjuhn 1995).
Dies gilt auch fir andere Vogdarten (s. Dixon et al. 1994, Weatherhead et al. 1994,
Wright & Cotton 1994, Mdller & Tegelstrom 1997, Sheldon et al. 1997, Lifjeld et al.
1998).

Bezliglich der Mdglichkeiten eines adaptiven Wertes von EPCs fir Weibchen diskutiert

man derzeit verschiedene Hypothesen (Ubersichten z.B. in Westnest et al. 1990, Birk-

head & Mdler 1992, Kempenaers & Dhondt 1993, Jennions & Petrie 2000). In der vorlie-
genden Arbeit werden zwel dieser Hypothesen ausfiinrlich andysiert. Auf weitere Hypo-
thesen zum Nutzen von EPCs fir Webchen wird in der Diskusson eingegangen. Den be-
den hier gepriften Hypothesen ist gemeinsam, dal3 Se von einem indirekten Nutzen von
EPCs fur Weibchen ausgehen (zu einem maglichen direkten Nutzen Sehe z.B. Wetton &
Parkin 1991, Birkhead & Mdller 1992, Gray 1997 a, b, Krokene et al. 1998, Lombardo et
al. 1999).

Eine der beiden Hypothesen, mit denen sich die vorliegende Untersuchung eingehender
beschéftigt, ist die sogenannte ,, Gute Gene'- Hypothese. Sie geht davon aus, dal3 Weib-

chen, die mit quditativ schlechten Mannchen verpaart Snd, durch EPCs mit Mannchen
héherer Qualitét versuchen, die genetische Quditét ihrer Nachkommen zu maximieren.
Die,,guten Gene* kdnnten Sch dabe einersaitsin einer gesteigerten Vitditét und damit in
einer hoheren Uberlebenswahrscheinlichkeit (Zahavi 1975, Hamilton & Zuk 1982, An
dersson 1986), andererseits in einer stérkeren , Attraktivitét und somit einem hoheren
Fortpflanzungserfolg der Nachkommen niederschlagen (Fisher 1930, Kirkpatrick 1982).
Eine Reihe friherer Untersuchungen an Vogeln scheint die ,, Gute Gene'*-Hypothese zu
stiitzen (z.B. Houtman 1992, Kempenaers et al. 1992, 1997, Hassalquist et al. 1996, Sund-
berg & Dixon 1996). Es werden jedoch zunehmend auch Untersuchungen publiziert, die
gegen en Zutreffen dieser Hypothese bel verschiedenen V ogd arten sprechen (z.B. Gray
1997 a, b, Krokene et al. 1998, Strohbach et al. 1998, Lubjuhn et al. 1999 a, 2001, Whit-
tingham & Dunn 2001).

Be der zweiten Hypothese, die in der vorliegenden Arbeit eingehend berticksichtigt wird,
handelt es sich um die Hypothese der genetischen Kompatibilitét (s.a Kempenaers &
Dhondt 1993, Zeh & Zeh 1996, 1997, Brown 1997, Jennions 1997, Kempenaers et al.
1999). Se geht im Gegensatz zur ,, Gute Gene*- Hypothese nicht von einer absolut hoheren
genetischen Qudlitét der EPC-Partner aus, sondern nimmt statt dessen einen Interaktions-
effekt zwischen mamlichem und weiblichem Genotyp an, d.h. im Sinne dieser Hypothese
ist die genetische Qualitét eines Mannchens hauptséchlich von der Kompatibilitét seines
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Genoms mit dem des jeweiligen Welbchens abhéngig. Weibchen wiirden demnach nicht
K opulationen mit einem generdl hochwertigen Mé&nnchen suchen, sondern mit einem
Mannchen, dessen Genom mit dem eigenen am kompatibel sten it und/oder es am besten
erganzt. Eine Studie an Blaukehlchen (Luscinia svecica, Johnsen et al. 2000), die zeigen
konnte, dal3 bei dieser Vogeart EPCs offenbar die Immunkompetenz der betreffenden
Nachkommen erhoht, &% sich ds Hinwels auf ein mogliches Zutreffen der Hypothese zur
genetischen Kompatibilitét deuten. Weitere Ergebnisse aus Untersuchungen an Baum-
schwalben (Trachycineta bicolor, Kempenaers et al. 1999) kénnen ebenfdlsin diesem
Sinne interpretiert werden.

Sowohl den Untersuchungen zum Einfluld proximater Faktoren, wie Brutpaardichte und
Brutsynchronitét, ds auch den Untersuchungen zum potentiellen Nutzen von EPCs fur
Weibchen it eins gemensam: Die me sten diesbezliglichen Studien schlief3en zwar Eltern-
schaftsnachweise mit Hilfe des DNA-Fingerprinting ein und kénnen somit EPY zwefds-
frei identifizieren. Se gehen aber nur in Ausnahmeféllen der Identifizierung der geneti-
schen Véter der EPY nach (z.B. Webster et al. 2001). Die Ursachen hierfUr liegen in der
M ethode begriindet: Das DNA-Fingerprinting erlaubt zwar die Identifizierung der EPY, ist
aber zur Auffindung der genetischen Véter dieser Nestlinge (= extra-pair males, EPMs)
nicht geeignet, daein Vergleich der Bandenmuster verschiedener ,, Fingerprint*-Gee nicht
maglich ist. Umgehen lassen sich diese Schwierigkeiten mit Hilfe von Mikrosatellitenane:
lysen, damit dieser vergleichsweise jungen Methode diskrete Allellangen definierter
DNA-Loci bestimmt werden, die auch zwischen verschiedenen Gelen verglichen werden
konnen.

Um diesbeziigliche Untersuchungen an Kohimeisen (Parus major) durchfihren zu kénnen,
muf¥en im Rahmen der vorliegenden Arbeit zundchst Mikrosatellitensysteme fir diese
Vogdat etabliert werden. Das bel der anschlief3enden Andyse zur |dentifizierung der ge-
netischen Véter der EPY gewonnene Datenmateria erlaubte es dann, verschiedenen Fra-
gen nachzugehen, deren Beantwortung dlein durch Mulilocus DNA-Fingerprint Untersu-
chungen nicht moglich gewesen wére. Im Zentrum standen dabel zum enen Andysen hin-
schtlich des Einflusses proximater Faktoren (Brutpaardichte und Brutsynchronitét), die

das Zustandekommen bzw. Nicht-Zustandekommen von Kopulationen auf¥erhab des Paar-
bundes beeainflussen kénnten. Zum anderen wurden ultimate Einflul3grofen untersucht, die
dem adaptiven Wert von Kopulationen auf¥erhalb des Paarbundes zugrunde liegen kénnten.



2 Material und Methoden

2.1 Freilanduntersuchungen
2.1.1 Versuchsobjekt

Die im folgenden beschriebenen Untersuchungen wurden an Kohlmeisen (Parus major)
durchgefiihrt. Diese, in der Pa&arktis weit verbreitete Mesenart ist in fast dlen Habitaten
beheimatet (ausgenommen sind u.a. Wiisten und Tundren) und kommt in Mitteleuropain
den Niederungen und Mittelgebirgen héufig ds Brutvoge vor. Die Art Seddt bevorzugtin
Laubwaldern, ist aber v.a. in Ost- Europa auch in Laub-Nademischwdadern in hohen Dich
ten anzutreffen (Glutz von Blotzheim & Bauer 1993).

Kohlmeisen sind territoride Hohlenbrter, diein sozid monogamen Saisonehen leben.
Baz und Paarung erfolgen, je nach Wetterlage, im friihen April. Die Weibchen beginnen
dann meis Mitte April mit der Eiablage (vgl. 3.1) und die Brutsaison dauert bis Anfang
Juni (Glutz von Blotzhem & Bauer 1993, Goder 1993). Wahrend das Gelege ausschliel3-
lich vom Waeibchen bebrtet wird, verteidigen beide Eltern die Eier und auch die Brut ge-
meinsam gegen potentielle Prédatoren. Ebenso betelligen sich beide Altvogd an der Auf-
zucht der Nestlinge und spéter dann an der Fitterung der ausgeflogenen Jungtiere (Glutz
von Blotzhem & Bauer 1993, Goder 1993).

Nach erfolgreicher Ergtbrut kann esim Anschlul3 noch zu einer zweiten Brut im Juni oder
Jduli kommen (vgl. 2.1.3.3 und 3.1). Die Zweitbrutrate variiert jedoch stark in Abhangigkeit
von der Habitatqualitét (Berndt 1938, Winke 1975) und auch zwischen den Jahren (Glutz
von Blotzhem & Bauer 1993, Goder 1993). Neben den Zweltbruten unterscheidet man
noch sogenannte Nachgelege von Ergtbruten (s. 2.1.3.3 und 3.1). Hierbe handdt essich
um Gelege, die ds Ersatz fir aufgegebene oder zerstorte Erstbruten begonnen werden.

2.1.2 Untersuchungsgebiet

Das Untersuchungsgebiet liegt in der Nahe von Bahrdorf (52° 23° N, 10° 59' E) im 64tli-
chen Niedersachsen an der Landesgrenze zu Sachsen- Anhdt. Esigt Tell des,,Braun-
schweiger Hohlenbriterprogramms* (Winke 1996), in dessen Rahmen dort seit fast 40
Jahren popul ationsokol ogische Studien an verschiedenen hohlenbriitenden Singvogelarten
durchgefiihrt werden. Das 160 ha grof3e Untersuchungsgebiet ist ein Nutzwad, der Schin
unterschiedlich srukturierte Tallfl&chen mit unterschiedlichem Baumbestand und Alter
diedert. Neben reinen Kiefern- (Pinus spec.) und Buchenbestdnden (Fagus sylvatica) fin-
det man dort Gberwiegend Mischwad mit enigen Eichen (Quercus spec.) und unterschied-
lich hohem Totholzanteil. Eine Strauchschicht ist nur an wenigen Stellen ausgebildet. De-
talllierte Beschreibungen des Versuchsgebietes Snd ba Bernd & Winkel (1967) und Curio
et al. (1984) zu finden.
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Die Nigkéasten sammelten sich im Untersuchungsgebiet sukzessive im Laufe der Jahre
durch verschiedene Untersuchungen und Fragestellungen an. Aus diesem Grund ist die
Vertelung der Nigkéasten in den Gebieten nicht gleichférmig und auch die Bauform der
Holzbeton-Nistkasten der Firma Schwegler variiert. Die Abstdnde der Nistkésten zueinan-
der schwanken sehr stark. Sie liegen zwischen einigen Metern und fast 100 m. Im Ver-
suchsgebiet Bahrdorf hingen zum Zeitpunkt der Untersuchungen ca. 690 Holzbetor+Nist-
kasten unterschiedlichen Bautyps, diein einer Hohe von ca 1,5 m angebracht waren. Nur
enige wenige Nistkasten, an den von Spaziergangern stark frequentierten Wegen, hingen
aufgrund der Diebgtahlgefahr in einer Hohe von etwa 2,5-4 m.

2.1.3 Untersuchungszeitraum und Datenerhebung

Die Freilanduntersuchungen wurden in den Jahren 1993, 1994, 1995 und 1996 durchge-
fuhrt. Dabe lag der Schwerpunkt in alen vier Jahren auf den Ergtbruten. Vergleichsveise
seltener wurden Nachgel ege und Zweitbruten untersucht (vgl. 3.1). Mit Ausnahme des
Jahres 1993 (s. 3.1) wurde dabel in jedem Jahr versucht, moglichst ale Kohmeisen-Brut-
paare der Population zu erfassen.

2.1.3.1Kontrolle der Nistkasten

Die Nigkastenkontrollen im Bahrdorfer Untersuchungsgebiet erfolgten im angegebenen
Untersuchungszeitraum durch verschiedene Personen. Betalligt waren Mitarbater der Au-
[fengtation fur Populationsokologie Braunschweig (inklusive ihres Leiters Herr Dr. W.
Winked und seiner Frau), Mitarbeiter der Arbeitsgruppe fir Verhdtensforschung (Ruhr-
Universitd Bochum) und Mitarbeiter des Indtituts fiir Evolutionsbiologie und Okologie
(Rheinische Friedrich-Wilhdms- Univerdité Bonn).

Vom Beginn der jewelligen Brutsaison an wurden rege mdiig dle Nisthohlen des Untersu-
chungsgebiets in etwa zehn- bis vierzehntégigem Abstand kontralliert, bis samtliche Kohl-
meisen-Brutansétze erfald waren. Bel der Festlegung der Kontrollfrequenz stand im Vor-
dergrund, dal3 die britenden Weibchen so wenig wie maglich gestort wurden. Das Alter
der Nestlinge wurde wéahrend einer Kontrolle, die nach dem Schlupf der Jungtiere erfolgte,
anhand ihrer Korper- und Gefiederentwicklung ermittelt (s Winkel 1970). Anschliel3end
wurden die Bruten— soweit moglich— bis zum Fang der Altvigel und den Blutertnahmen
(s. 2.1.3.4) nicht mehr kontrolliert.

2.1.3.2Ermittlung von Legebeginn und Vollgelege-Eizahl

Durch die Nistkastenkontrollen lief¥en sch Daten zum Legebeginn und zur Vollgelege-Ei-
zahl erheben, deren Ermittlung im folgenden genauer erlautert wird.
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Legebeginn

Lag zum Zeitpunkt der Kontrolle noch kein komplettes Gelege vor, lield sich der Legebe-
ginn unter der Annahme, dal3 téglich ein Ei gdegt wird (Glutz von Blotzheim & Bauer
1993, Goder 1993), retrospektiv bestimmen. Fir dle tbrigen Bruten mit geschlUpften
Nestlingen wurde der Legebeginn unter Berticks chtigung des Jungendters (s. 2.1.3.1), der
mittleren Bebritungsdauer von 14 Tagen (Glutz von Blotzheim & Bauer 1993, Goder
1993) und der Vollgeege-Eizahl (su.) errechnet. Schwierig gestdtete sch die Bestim+
mung des Legebeginns lediglich in enigen wenigen Falen, wenn die Gelege bereits bel

der ersen Kontrolle vollstandig erschienen aber nicht ausgebritet wurden. In diesen sdlte-
nen Ausnahmefdlen wurde der Legebeginn anhand der Aufzeichnungen unter Beriicksich-
tigung der wahrscheinlichen bisherigen Bebritungsdauer geschétzt (dunkle Eier snd be-
reits mindestens 7 Tage bebrtet; Winkd, pers. Mitteilung).

Vollgelege-Eizahl

Ein Gdlege wurde dann as Vollgd ege angesehen, wenn die Eizahl be zwel aufeinander-
folgenden Kontrollen im Abstand von mindestens drel Tagen identisch war bzw. wenn die
|etzte Gelegekontrolle nicht mehr ds 13 Tage vor dem, anhand der Gefiederentwicklung
der Nestlinge errechneten Schlupfs des ersten Jungvogels (s. 2.1.3.1) erfolgt war. Wenn
beide Kriterien in Ausnahmefdlen nicht erfiillt waren und die Anzahl der geschlUipften
Jungtiere digenige der maxima im Nest nachgewiesenen Eier Ubertraf, wurde die Vollge-
lege- Eizahl entsprechend nach oben korrigiert.

2.1.3.3Klassifizierung der Brutansatze

Als Brutansatz eines Kohlmeisen-Paares wurde jedes Gelege gewertet, das wéhrend einer
Kontrolle mindestens ein Kohimeisen-Ei in einem typischen Kohimeisent Nest enthielt

(s. Glutz von Blotzhem & Bauer 1993, Gosler 1993). Anhand des Legebeginns konnte
dabe innerhab ener Brutsaison zwischen Ergtbruten, Zweitbruten und Nachgelegen un-
terschieden werden.

Erstbruten

Zu den Ergtbruten wurden dle Brutansétze gerechnet, die sich innerhab des Zeitraums
vom Tag des ersten begonnenen Brutansatzes eines Jahres bis zum letzten Tag der daran
anschlief¥enden kontinuierlichen Abfolge von mindestens einem begonnenen Brutansaiz

pro Tag befanden (s.a 3.1). Durch diese Zuordnung kann es zu einer geringfligigen Unter-
schétzung der Anzahl an Erstbruten eines Jahres kommen, da einige wenige Erstbrutansét-
ze mdglicherweise zu den Nachgelegen (s.u.) gerechnet werden. Anderersaitsist so Scher-
gestdlt, dal’3 Sch die betreffende Gruppe ausschlieldich aus Ergtbruten zusammensetzt.
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Zweitbruten

Eine Zweitbrut lag nachgewiesenermalen dann vor, wenn die Erstbrut einer Kohimeise
erfolgreich abgeschlossen wurde (mindestens ein ausgeflogener Nestling) und fir densel-
ben Altvogd Uber die individudle Ringnummer (s. 2.1.3.4) ein welterer Brutansatz nach-
gewiesen werden konnte. Zusétzlich wurden solche Brutansétze d's Zweitbruten eingestuft,
deren Legebeginne zeitgleich oder spéter ds die erste nachgewiesene Zweitbrut der jewe-
ligen Brutsaison lagen. Auch hier kann es, wie schon bel den Erstbruten (s.0.), durch die
Art der Zuordnung zu einer geringfiigigen Unterschétzung der Zweitbrut- Anzahl kommen,
da besonders frilhe Zweltbruten unter Umsténden noch zu den Nachgelegen (su.) gerech
net werden. Der Vortell liegt jedoch wieder darin, dal3 Sich die Gruppe der Zweitbruten mit
hoher Wahrscheinlichkeit homogen aus tatsachlichen Zweitbrut- Ansitzen zusammensetzt.

Nachgelege

Be Nachgelegen handdt es sch um Brutanséize, die aufgrund der Aufgabe eines Erstbrut-
geleges oder des frilhen Todes der betreffenden Jungtiere a's Ersatzgel ege initiiert werden.
Daenesdts dieindividudle Zuordnung aufgegebener Gelege bzw. verlassener Bruten vor
dem Fang der Altvogd unmaoglich ist und anderersaits die Perioden fir Erg- und Zweit-
bruten vorgegeben waren (s.0.), wurde fir die Nachgelege der verbleibende Zeitraum zwi-
schen dem Ende der Erstbruten und dem Anfang der Zweitbruten definiert, um so eine
Ilickenlose Einteilung in der jewelligen Brutsaison zu erméglichen. Bel dieser Vorgehens
welise kann — wie bereits erwahnt — nicht ausgeschlossen werden, dal3 in der Gruppe der
Nachgelege auch Erst- und Zwatbrutanséize enthalten sind. Dies sollte dlerdings eher s2-
ten der Fall sain und spielt daher fUr die weteren Betrachtungen keine Rolle.

2.1.3.4Untersuchung der Altvogel und Nestlinge

Der Fang und die weitere Behandlung der Tiere erfolgten wieder durch eine ganze Reihe
von Personen (s. 2.1.3.1). Dabe lagen dle erforderlichen Genehmigungen zum Fang und
zur Beringung der Tiere sowie zum Befahren des Versuchsgebietes vor. Dies gilt auch fur
die zur Blutentnahme notwendigen behtrdlichen Genehmigungen nach 8 8a TierSchG, 89
Abs. 1 und 2 Tierversuchsgesetz sowie § 20g Abs. 6 Ziff. 3 in Verbindung mit 8 20f Abs. 1
Satz 1 Ziff. 1 BNatSchG.

Fang

Der Fang der Altvogd erfolgte beim Fittern der acht bis zwolftégigen Nestlinge in der
Nisththle mit Hilfe spezidler Fangvorrichtungen.

Zunéchst wurde eine Fallenkonstruktion aus Draht verwendet, die nach dem Falltir-Prin-
zip funktioniert (von Briin nach Curio modifiziert; Lubjuhn, persinliche Mittellung). Se
wurde mit Hilfe von handd sliblichem Gewebeband so an der Innensaite der Hohlenvorder-
wand fixiert, dal3 Se von aul¥en moglichgt nicht Schtbar war. Ein unterhab des Einflug-
lochs gespannter, diinner Nylonfaden hidlt dabel eine aus leichtem Drathigitter gebaute
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Klappe gedffnet. Futternde Altvogd, die beim Einflug in den Nistkasten diesen Faden be-
ruhrten, entriegdten damit die Fdltir, welche nun das Einflugloch von innen verschiofs,
Ein Magnet verhinderte, dal3 der im Nistkasten gefangene Voge die Klappe 6ffnen und
entweichen konnte. Die Kontrolle der Fallen erfolgte etwa dle 10 bis 15 min.

War in seltenen Féllen der Fang auf die oben beschriebene Wese nicht méglich, well z.B.
die Tiere vor der Fdle scheuten, wurde die Hohle aus der Deckung heraus beobachtet,
nech Einfliegen eines Altvogds angdaufen und das Einflugloch mit der Hand verschlos-
sen.

Beringung, Geschlechts- und Altersbestimmung

Im Fale des Wiederfangs eines Altvogel s wurde seine Ringnummer abgelesen. Unberingte
Altvoge wurden am rechten Bein, Jungvogel zwischen dem achten und zwdlften Tag am
linken Bein mit Aluminiumringen des Indtituts fir V ogdforschung ,,V ogdwarte Helgo-
land* individudl gekennzeichnet. Die Geschlechtsbestimmung erfolgte bel den Altvogeln
anhand des Vorhandensains eines Brutflecks beim weiblichen Elternteil und die Altersbe-
gimmung bel den Nestlingen anhand der Korper- und Gefiederentwicklung (s Winke
1970).

Blutentnahme

Dadie Erythrocyten von Vogen Zdlkerne und damit DNA enthdten, ist eine geringe
Menge Blut (ca 50 nt) ausreichend, um daraus die fir die nachfolgend beschriebenen Me-
thoden notwendige DNA-Gesamtmenge zu isolieren (s. 2.2). Zur Gewinnung der betref-
fenden Blutmenge wurde die Hiigdvene (Vena ulnaris) des Voges mit einer derilen Mi-
krokantle (z.B. Braun Sterican 100, A 0,4 mm) punktiert. Der austretende Blutstropfen
wurde dann mit einer nicht heparinisierten Hamatokritkapillare (z.B. Brand No. 749321,
/A 1,1-1,2 mm) aufgenommen und anschlief3end in ein nummeriertes Eppendorf- Gefad mit
250 pl APS-Puffer (Arctander 1988, sa. Anhang B) Uberfihrt. Die Aufbewahrung der Pro-
ben bis zur weiteren Verarbeitung (s. 2.2.1.1) erfolgte nach Durchmischen von Blut und
Puffer bel -20° C. Die Tiere wurden direkt nach der Blutentnahme unverziiglich freige-
lassen.

Zu erwghnen bleibt, dal3 die Blutung in Féllen, in denen Se nicht von dleine zum Erliegen
kommt, mit Clauden-Watte (erhdtlich in Apotheken) gestillt werden kann. Zudem sai an
dieser Stelle auf detaillierte Untersuchungen hingewiesen, die gezeigt haben, dal3 bel Kohl-
meisen keinerlel negative Einflisse durch die Blutentnahme festzugtellen sind (L ubjuhn et
al. 1998).
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2.1.3.5Berechnung individual- und populationsspezifischer MaBe

Die Daten zum Legebeginn und zur Vollgelege- Eizahl bildeten die Grundlage zur Festle-
gung der fertilen Phase jedes enzelnen Weibchens und zur Berechnung des sogenannten
Brutsynchronitéts-Index (s.u.).

Fertile Phase von Weibchen

Fir die Zetdauer der fertilen Phase enes Weibchens snd mehrere Einzdvariaban aus-
schlaggebend (vgl. Birkhead & Mdler 1992):

(i)  Uberlebensdauer der im weiblichen Genitaltrakt gespeicherten Spermien (fir die
Kohlmeise unbekannt, vgl. 3.3)

(i)  Zetdauer zwischen der Befruchtung und der Ablage des betreffenden Eies (fir Kohl-
mesen normaerweise en Tag; s. Glutz von Blotzheim & Bauer 1993, Goder 1993)

(ii1)  Anzahl der Eier des Vollgdeges und Lénge des Intervals zwischen der Ablage zwe-
er Eier (letzteres bet Kohlmeisen wieder ein Tag; s. Glutz von Blotznem & Bauer
1993, Goder 1993)

Die fur Kohime sen bekannten Grolen (s. ii und iii) fUhren damit zu dem Schlul3, dal3 die
fertile Phase enes Kohlmeisen-Welbchens sich immer vom Tag vor der Ablage des erden
Eiesbis zum Tag vor Ablage des letzen Eies erdtreckt. Hinzu kommt dann noch die Zeit-
spanne fiir die Uberlebensdauer der im weiblichen Genitaltrakt gespeicherten Spermien,
welche die fertile Phase zeitlich entsprechend nach vorne ausdehnt. Da die Dauer der
Uberlebensfahigkeit von K ohlmeisenspermien im weiblichen Reproduktionstrakt unbe-
kannt ist, wurden an entsprechender Stelle Berechnungen auf der Basis verschiedener, rea-
listisch erscheinender Annahmen durchgefihrt (vgl. 3.3).

Brutsynchronitdts-Index

Der Brutsynchronitéts-Index (synchrony index, S) ist ein Mal3 fir die Uberlappung der fer-
tilen Phasen (s.0.) einer Gruppe weiblicher Individuen. Entwickdt von Bjorklund &
Westman (1986) und geringfiigig modifiziert nach Kempenaers (1993) variiert er zwischen
0% (keine Uberlappung der fertilen Phasen von Weibchen) und 100% (vollstandige Syn-
chronitét der fertilen Phasen der betrachteten Weibchen). Berechnet wird der Brutsynchro-
nitéts-Index wie folgt (s Kempenaers 1993):

é cEj 0 mit: N = Gesamtzahl britender Weibchen der betrachte-
18 gani ten Gruppe
=—§ &= 0400 t; = Dauer der fertilen Phase von Weibchen j (in
N = @tj(N - 1)g Tagen, s.a. 3.3)
8 H ni,; = Anzahl weiterer fertiler Weibchen in der be-

trachteten Gruppe am Tagi der fertilen Phase
von Weibchen j
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2.2 Molekularbiologische Methoden

Vorbemerkung

Ein Verzechnis der in diesem Kapitd verwendeten Abkurzungen und der verwendeten
L6ésungen und Chemikdien findet Schin Anhang A bzw. B.

2.2.1 Multilocus DNA-Fingerprinting

Ein Tell der Untersuchungen wurde mit Hilfe des genetischen Fingerabdruckverfahrens
(,DNA-Fingerprinting”) durchgefiihrt. Diese Methode beruht auf der Darstellung hyperva:
riabler DNA-Regionen, die aus repetitiven DNA- Sequenzen aufgebaut sind. Das Prinzip
wurde von Jeffreys et al. (1985 a, b) etabliert und seitdem in Details mehrfach verandert
und welterentwickelt. In der vorliegenden Untersuchung wurde ein nach Ali et al. (1986)
modifiziertes Verfahren angewandt, bei dem durch Verwendung von synthetisch herge-
gdlten Oligonukleotiden spezifische hypervariable Regionen, sogenannte ,, smple repetiti-
ve Sequenzen*, nachgewiesen werden kdnnen. Die repetitiven Bereiche werden dabel un-
ter Verwendung einer geeigneten Restriktionsenzym/Oligonukleotidsonden- K ombination
in Form von Bandenmustern dargestellt. Diese Bandenmuster sind individua spezifisch

und werden nach den Mendd’ schen Regeln vererbt. Daher ist neben der individudlen

I dentifizierung Uber den genetischen Fingerabdruck auch eine eindeutige Kldrung von Ab-
sammungsfragen moglich. Das Verfahren setzt Sch aus verschiedenen Arbetsschritten
zusammen, die im folgenden in einen Gesamtkontext gestellt und nachfolgend dann detal-
liert beschrieben werden.

In einem ergten Schritt wurde die DNA aus kernhdtigen Zdlen isoliert (s. 2.2.1.1). Dazu
wurden abhdngig von dem gewéhlten Zelltyp verschiedene Methoden verwendet, im vor-
liegenden Fdl ein von Lubjuhn (1994) nach Miller et al. (1988) fur VVogdblut modifizier-
tes Protokoll (sa Lubjuhn & Sauer 1999). Nach der DNA-Isolation wurde die genomische
DNA mit spezifischen Redtriktionsenzymen in DNA- Fragmente definierter Lange ge-
schnitten (s. 2.2.1.2). Die dabel entstandenen Fragmente waren unterschiedlich lang, dadie
entsprechenden Erkennungssequenzen mehr oder weniger zufalig Uber das gesamte Ge-
nom verteilt snd. Nach Durchtrennen des DNA-Doppelstrang durch das Restriktionsen+
zym konnten die einzelnen Fragmente mit Hilfe einer Geldektrophorese abhangig von

ihrer Grof3e aufgetrennt werden (s. 2.2.1.3). Durch die nachfolgenden Arbeitsschritte wur-
den Fragmente, die bestimmite repetitive Sequenzen enthielten, mittels spezifischer Oligo-
nukleotidsonden sichtbar gemacht. Dazu muldte das Agarose- Gel zunéchst getrocknet wer-
den (s. 2.2.1.4), bevor esin ene dkdische Denaturierungd 6sung Uberfihrt wurde

(s. 2.2.1.5). Durch die Denaturierung wurden die DNA-Doppelstrange in ihre Einzel stran-
ge zerlegt. Erst dann konnten die Oligonukleotidsonden, die zuvor radioaktiv markiert
wurden, an die ihnen komplementéren DNA-Abschnitte binden. Die Markierung der Oli-
gonukleotidsonden erfolgte durch Einbau eines radioaktiven (**P)-1sotops, welches enzy-
matisch an das 5'- Ende der Sonden angehéngt wurde (s. 2.2.1.6). Bei der nachfolgenden
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Hybridiserung (s 2.2.1.7) muf3te darauf geachtet werden, dal3 die zuvor berechnete Tem+
peratur eingehdten wurde, um ungpezifische Bindungen an nicht 100% komplementére
Sequenzen zu verhindern. Abschlielend wurden dann mit einem spezifischen Nachwes-
verfahren die Stellen, an denen sch die Oligonukleotidsonden angdlagert hatten, in Form
von Bandenmustern sichtbar gemacht (s. 2.2.1.8) und ausgewertet (s. 2.2.1.9).

Will man einein dieser Hingcht noch nicht bearbeitete Tierart untersuchen, so muf3
normalerweise zuerst eine geeignete Restriktionsenzym/Oligonukl eotidsonden
Kombination gefunden werden, da nicht alle Kombinationen hinreichend informative
Bandenmugter liefern. Im vorliegenden Fal war dies nicht notwendig, da entsprechende
Studien an Kohimeisen bereits vorliegen (s. Lubjuhn 1994). Die Kombination aus
Regtriktion mit dem Enzym Hae 111 (Schnittstdle: GG? CC) und Hybridiserung mit dem
Oligonukleotid (CA)s liefert hochinformetive Bandenmugter, die exakte
Abstammungshegutachtungen erlauben (vgl. Krawczak & Lubjuhn 1995, Lubjuhn 1994,
1995, Lubjuhn et al. 1996, 1999 a, Strohbach et al. 1998).

2.2.1.1DNA-Isolation

Aus der aufgetauten Blutprobe wurde eine geringe Menge (25-30 m) des Blut/Pufferge-
misches in 100 m Proteinase K- Puffer gegeben. Anschlief3end wurde die Probe durch wie-
derholtes Ziehen Uber ein engmaschiges Metdlgitter (, Reibe*) gut durchmischt und dann

5 min zentrifugiert (13000 rpm). Der Uberstand wurde verworfen und die Zdlen ds Pdllet
erhalten. Diese wurden in 280 ml Proteinase K- Puffer resuspendiert. Zur Freisetzung der
DNA wurden 18 mi SDS und 11 m Proteinase K- Stammlsung zugegeben. Anschlief?end
wurde die Probe fir mindestens 2 h (alternativ Uber Nacht) bei 55° C im Wasserbad inku-
biert.

Die Extraktion der DNA erfolgte dann durch Ausfdlen der Proteine bei hohen Sazkonzen-
trationen. Dazu wurde die Probe mit 100 m geséttigter NaCl L dsung gut durchmischt
(,Reibe*, s.0.) und anschlief}end 20 min zentrifugiert (13000 rpm). Der Uberstand wurde
in en neues Eppendorf-Gefél3 tberfiihrt und mit 1 ml 100% Ethanol versetzt. Dieses Ge-
misch wurde solange invertiert, bis Sch die beiden Phasen durchmischt hatten und die
DNA ausgefdlen war. Danach wurde die Probe fir 20 minbe -80° C gelagert und dann
15 min zentrifugiert (13000 rpm). Der Uberstand wurde verworfen, und anschlief?end wur-
dein einem Waschschritt 1 ml 70% Ethanol zugegeben. Der Ansatz wurde erneut gut
durchmischt und dann 10 min zentrifugiert (13000 rpm). Der Uberstand wurde wieder
verworfen, die Restfllissgkeit abgetupft und die Probe bel 37° C im Warmeschrank ge-
trocknet. Die so erhatene DNA wurde in 200 m 1x TE-Puffer resuspendiert und bis zur
weiteren Aufarbeitung bel 4° C aufbewahrt. Nach 4-5 Tagen wurden Konzentration und
Reinhet der DNA in enem Tesigd Uberprift (s. 2.2.1.3).
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2.2.1.2Restriktionsabbau der genomischen DNA

Zur Darstdlung der hypervariablen DNA-Regionen mulde die genomische DNA mit Re-
griktionsenzymen zunéchg in definierte Fragmente aufgespdten werden. Der jewellige
Redtriktionsansatz setzte Sch wie folgt zusammen:

5-10 g DNA (die einzusetzende Menge in m ergab sich aus der Schétzung im Testgel,

s. 2.2.1.3), 5mi Hae lll (entspricht 50 U bel einer Ausgangskonzentration von 10 U/m) und
Y110 Vol. des vom Enzymhersteller mitgelieferten 10x Restriktionspuffers. Der Ansatz wur-
de mit A. bidest. auf ein Gesamtvolumen von 100 m eingestdlt, invertiert, anzentrifugiert
und Uber Nacht bel 37° C im Wéarmeschrank inkubiert.

Zur Beendigung der enzymatischen Resktion wurde der Restriktionsansatz mit /10 Vol.

3 M NaAcetat und 2,5 Val. 100% Ethanol versetzt und fir 20 minba -80° C gdagert. Es
folgte ein Zentrifugationsschitt (15 min bei 13000 rpm). Der Uberstand wurde verworfen
und die Probe mit 500 m 70% Ethanol gewaschen, d.h. invertiert und 10 min be

13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut abgegossen und die Probe im Wér-
meschrank bei 37° C getrocknet. Der getrocknete Ansatz wurde in 11 m TE- Puffer reus-
pendiert (entweder Uber Nacht oder 2 h auf einem Schiittler).

Ein Zehntd dieses Ansatzes, d.h. 1 m, wurde spater zur Uberpriifung auf ein Testgdl auf-
getragen (s. 2.2.1.3). Fdlls notwendig konnte der Ansatz bis zur welteren Bearbeitung bel
-20° C eingelagert werden.

2.2.1.3Agarose-Gelelektrophorese

Das Prinzip der Agarose-Gelel ektrophorese besteht darin, dal3 DNA und DNA-Fragmente
aufgrund ihrer negativen Ladung in einem angd egten Spannungsfeld von der Kathode zur
Anode wandern. Innerhalb der Gelmatrix, die ein dreidimensionales Netzwerk darstdlt,
wandern verschieden lange Fragmente unterschiedlich schndll, wodurch es zu einer Auf-
trennung aufgrund unterschiedlicher Laufstrecken kommt.

Herstellen und Beladen der Gele

Zur Hergdlung der Gele wurde Agarose in der jewells angegebenen Konzentration (s.u.)
durch Aufkochenin 1x TBE gel0st. Bei den grof3eren ,, Fingerprint*-Gelen (s.u.) wurde die
Agarosd6sung vor dem Giel¥en zusitzlich gefiltert, um eine enheitliche Struktur des Gels
zu gewéhrleigten. Vor dem Giel3en des Gels wurden, wenn vorhanden, die Stege des hori-
zontal ausgerichteten Geltragers mit der frisch aufgekochten Agarose abgedichtet. Nach
Abkihlen der Lésung auf ca. 60° C wurde Sie auf den jeweiligen Geltrager gegossen und
die Ké&mme fir die Probenkammern wurden eingesetzt. Nach ca. 1 h war das Gd ausre-
chend ausgehértet, so dal’ die Gelkammer mit 1x TBE so welit geftllt werden konnte, bis
das Gel 1-2 mm Uberschichtet war. Anschlief3end wurden die Stege (fals vorhanden) und
der zuvor eingesteckte Kamm entfernt.
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Anfdarben der DNA

Um nach Beendigung der Elektrophorese (zu Laufzeiten und angelegter Spannung, s.u.)
die DNA sichtbar zu machen, wurde das Gel mit einer Ethidiumbromid- Farbel 6sung be-
handdt. Ethidiumbromid eignet sich zum Férben von DNA im G, daesschin den
DNA-Doppestrang einlagert. Der DNA- Ethidiumbromidkomplex absorbiert UV-Licht
(302 hm) und strahlt dann sichtbares Licht ab, das fotografisch festgehalten werden kann.

Bel den Testgden (s.u.) war das Ethidiumbromid bereitsin der Agarosdésung und im
Laufpuffer enthaten (Endkonzentration: 0,125 ng Ethidiumbromid/ml 1x TBE). Die ,,Fn+
gerprint“-Gele (s.u.) wurden nach Abbruch der Elektrophorese fir 20-30 min in ene Eth-
diumbromidiésung (5 g Ethidiumbromid/ml A. bidest.) gelegt und zur Reduktion unspe-
zifischer Farbungen vor dem Fotografieren fir 10 minin A. bidest. gewéssert. In beiden
Fédlen erfolgte die Dokumentation Uber ein Videosystem (SL-Microtest) mit angeschlosse-
nem Thermodrucker (Sony).

Testgele zur Kontrolle von genomischer DNA und Restriktionsansdtzen

Zur Kontrolle und zur Mengenabschétzung der einzusetzenden Volumina wurden die iso-
lierte genomische DNA (s 2.2.1.1) und dierestringierte DNA (s. 2.2.1.2) in enem Testgdl
(7 x 10 cm, 0,9% Agarose) Uberpriift. Dazu wurde jewells 1 ml der zu kontrollierenden
DNA mit 3 m 3x Gelladepuffer as Probe eingesetzt. Pro Probenreihe wurde aul¥erdem ein
Langengtandard aufgetragen (1 m | /Hind 111 + 3 m 3x Gdladepuffer). Anschlief3end wur-
de fur ca. 10 min ene Spannung von 130V angelegt. Nach Beendigung der Elektrophorese
wurden die Gele unter UV-Licht fotografiert (s.0.).

In bezug auf die isolierte genomische DNA sollte eine digtinkte Bande bel etwa 23 kb zu
erkennen sain. Fehlte ene eindeutige Bande oder war unterhalb der eigentlichen Bande
ene Art ,,DNA-Schmier zu erkennen, so liel3 dies auf Verunreinigungen oder DNA-De-
gradierung schlief3en. Anhand der Farbintensitét der erhaltenen Bande konnte Uber einen
Vergleich mit dem Langengtandard (die aufgetragene Menge entsprach ca. 200 ng) auch
eine Konzentrationsabschétzung der eingesetzten DNA durchgefiihrt werden, damit bel der
nachfolgenden Redtriktion (s. 2.2.1.2) in etwa gleiche DNA-Mengen eingesetzt werden
konnten.

Bei der Uberpriifung der Retriktionsansitze sollte die genomische DNA-Bande ver-
schwunden sein. Unterha b der urspriinglichen Position sollte daftir ein mehr oder weniger
gleichmddges,, Schmiersgnd® schtbar werden. Anhand der Farbintensitét konnten die
DNA-Mengen der einzelnen Proben erneut verglichen und somit — fals notwendig — vor
dem Auftragen auf das,, Fingerprint-Gd* noch einmad angeglichen werden.

sFingerprint“Gele
Pro Ansatz wurden 5-10 ng redtringierte DNA eingesetzt, wobei die einzusetzende Menge
anhand des Testgels abgeschétzt wurde (s.0.). Esigt darauf zu achten, dal? anndhernd glei-

che DNA-Mengen aufgetragen werden, um Schwierigkeiten bel der spéteren Auswertung
zu vermeiden (sa 2.2.1.9). Alle Proben wurden mit jeweils 2 m 6x Gelladepuffer versetzt.
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Pro Gdl (Groike: 20 x 40 cm, 0,8% Agarose) wurde zusétzlich ein Langenstandard (2 mi

| /Hind 111 + 8 Ml TE + 2 m 6x Gelladepuffer) aufgetragen, um die Lange enzelner Frag-
mente abschétzen zu koénnen. Anschlief3end wurde fr ca. 72 h eine Spannung von 80 V

angelegt. Danach wurde das Gel geférbt und zur Dokumentation unter UV-Licht fotogra-
fiert (s0.).

2.2.1.4Trocknen der ,Fingerprint“-Gele

Die Hybridiserung (Anlagerung der DNA-Sonde an ihre Zidlsequenz) kann bel der Ver-
wendung von Oligonukleotidsonden direkt im Gel erfolgen, so dal3 der aufwendige und mit
DNA-Verlust verbundene ,, Southern Blot* (Southern 1975, Sambrook et al. 1989), d.h. ein
Trandfer auf eine immobiliserende Membran, entfalen konnte. Die Immobiliserung der
DNA wurde in dem in dieser Arbait angewendeten Verfahren vielmehr durch einen Trock-
nungsschritt erreicht, bel dem durch Wasserentzug das Agarose-Netzwerk verdichtet wird
(Shinik et al. 1975, Tsao et al. 1983). Zu diesem Zweck wurden die Gele mit der Untersa-
te auf 2 Lagen Filterpapier (z.B. GB002, Schleicher & Schuell) gdegt, und die andere Sate
mit Haushatsfolie blasenfrel abgedeckt. Das Ganze wurde auf einen Geltrockner (BioRad)
Uberfiihrt, und dem Gel dort in einem ersten Schritt bei Raumtemperatur durch das Anle-

gen eines Vakuums (Vakuumpumpe GP 110, Savant) fir ca. 30 min das Wasser entzogen.
In einem zweiten Schritt wurden die Gele bel 60° C fir ca. 2 h vollstandig getrocknet
(ebenfdls unter Vakuum). Eine vollstdndige Trocknung war erreicht, wenn die untere Lage
des Filterpapiers komplett trocken war. Verbleibende Restfeuchtigkelt kann bei langerer
Lagerung dazu fihren, dal3 durch Filzwachstum die DNA auf den Gelen zerstort wird
(Nidrnberg & Epplen 1992). Vollsténdig getrocknete Gele hingegen kdnnen bel Raumtem+
peratur bis zur weiteren Verarbeitung gelagert werden.

2.2.1.5Denaturierung der doppelstrdngigen DNA-Fragmente

Vorbemerkung

Aus s cherheitstechnischen Griinden wurden ale unter den Punkten 2.2.1.5 - 2.2.1.8 aufge-
fUhrten Schritte am Ingtitut fir Molekulare Humangenetik der Ruhr-Université Bochum
(Leter: Prof. Dr. JT. Epplen) durch eine technische Assigtentin durchgeftihrt. Um die Vor-
gehenswe se vollstdndig zu beschreiben, werden seim folgenden dennoch aufgeftinrt.

Zuné&chst wurden die getrockneten Gelein A. bidest. gewéssert, bis se sch vollstandig von
Flterpapier und Haushdtsfolie gel6st hatten. Um eine Hybridiserung der Oligonukleotid-
sonden mit den Komplementarsequenzen der genomischen DNA zu ermdglichen, mulde
dann die noch doppelstrangige DNA in ihre Einzelstrénge aufgespaten werden. Dazu wur-
den die Gdefur jewells 30 min zuerst in Denaturierungd 6sung und anschlief3end in New-
traliserungd 6sung gelegt. Dann wurden sie kurz in 6x SSC aquilibriert und in die Hybridi-
gerungsrohren tberfihrt (s 2.2.1.7).
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2.2.1.6Radioaktive Markierung der Oligonukleotide

Vor der egentlichen Hybridiserung fand die radioaktive Markierung und Aufreinigung

der Oligonukleotidsonden stétt. Bel der radioaktiven Markierung wurde mit Hilfe der T4-
Polynukleotidkinase jeweils ein (32P)-Molekiil von (g**P)-ATP auf desfreie 5-Ende der
Oligonuklectide Ubertragen (Miyadaet al. 1985, Thein & Wallace 1986). Der verwendete
Reaktionsansatz enthielt dabel 10 pmol Oligonukleotidsonde, 3 m A. bidest., 1 m 10x Ki-
nasepuffer, 5 m (g*?P)-ATP (entspricht ca. 50 nCi) und 1 U T4-Polynukleotidkinase. Der
Ansatz wurde fir 60 min auf Eisinkubiert, dann mit 1x TE auf ein Endvolumen von

100 m verdiinnt und bis zum Abtrennen des ungebundenen (g°2P)-ATP auf Eis aufbewart.
Beim Aufreinigen wurde das nicht eingebaute (g*2P)- ATP mit Hilfe der lonenaustauschr
chromatographie von den Oligonukleotiden getrennt (Epplen 1992, Lubjuhn 1994). Aus-
genutzt werden dabei die unterschiedlichen Affinitétseigenschaften von (g°2P)-ATP und
Oligonukleotiden. Nicht eingebautes (g°2P)-ATP 16st sich bereits bei geringen Sdzkonzen
trationen (0,2 M NaCl) vom Saulenmaterid, die Oligonukleotide erst bel hoheren Salzkon+
zentrationen (0,5 M NaCl). Zur Durchfiihrung der 1onenaustauschchromatographie ver-
wendet man eine DEAE-Saule. Dazu wurde in einer Econo- Séule (Bio-Rad) aus Polypro-
pylen durch Aufpipettieren einer DEAE-Suspension (in 1x TE, pH 8,0; s. Epplen 1992)
eine Schichtung von 0,2-0,3 ml Festmateriavolumen erzeugt. Dann wurde der Resktions-
ansatz aufgetragen und nach einer kurzen Wartezeit, um ein Eindiffundieren des Ansatzes
in die Matrix zu erméglichen, das nicht eingebawite (g*2P)- ATP durch sukzessive Zugabe
von 4 ml Elutionspuffer | und 2 x 2 ml Elutionspuffer 11 ausgewaschen. Die anschliel3ende
Elution der Oligonuklectide erfolgte durch Zugabe von 2 x 500 m Blutionspuffer 111.

Durch Messung mit einem Szintillationszéhlers konnte die Aktivitét der Oligonukleotide
bestimmt werden. Bis zur Hybridiserung wurden die Oligonukleotidsonden ba -20° C
aufbewahrt.

2.2.1.7Hybridisierung der ,Fingerprint“-Gele

Die Hybridiserung erfolgte in Anlehnung an ein von Tsao et al. (1983) entwickeltes Ver-
fahren. Hierzu wurden die aquilibrierten Agarose-Gele in verschliel®are Hybridiserungs-
rohren Uberfuhrt. Dabel war darauf zu achten, dal3 die Gele glait an der Wand anlagen. Da-
zu wurde das Gel zuerst auf eine 25 ml Glaspipette aufgewicket, mit dieser in die Hybridi-
serungsrdhre eingefhrt, und unter Anlegen an die Glaswand wieder abgewickelt. Dann
wurden 10 ml Hybridiserungd 6sung zugegeben, die mit den zuvor markierten Oligonu-
kleotiden (s. 2.2.1.6) auf eine Aktivitét von ca. 10° cpm/ml eingestellt wurden. Die nach-
folgende Hybridiserung erfolgte bei einer fir die Oligonukleotide spezifischen Tempera-
tur in temperierbaren Ofen (z.B. UM 400B Hyb., Bachofer), in welche die Hybridisie-
rungsréhren waagerecht eingespannt und dann permanent um die Mittelachse gedrent wur-
den. Dadurch wurde gewéahrleistet, dal? das gesamte Gdl gleichmaldg und fortwéahrend in
Kontakt mit der Hybridiserungd dsung blieb. Um eine ausreichende Spezifitét bel der Hy-
bridiserung zu gewdhrleisten, wurde die Hybridis erungstemperatur auf 5° C unterhalb der
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Schmed ztemperatur des betreffenden Oligonukleotids eingestellt (Sambrook et al. 1989).
Die Schmeztemperatur (TS) berechnet sich dabel folgendermalien:

Fur diein der vorliegenden Arbeit verwendete Oligonukleotidsonde (CA)s ergab sich dar-
aus ads Hybridiserungstemperatur 43° C. Niedrigere Temperaturen verursachen eine Zu-
nahme unspezifischer Bindungen, hthere Temperaturen verhindern eine Anlagerung der
Sonden. Die Dauer der Hybridiserung betrug mindestens 3 h (dternativ Uber Nacht).

Zur Entfernung der unspezifischen Aktivitét wurden die Gele nach der Hybridisierung
dreima 30 min bal Raumtemperatur und einma 60 s bel Hybridiserungstemperatur (hot-
wash) in 6x SSC gewaschen. Anschliel3end wurden die Gele trocken getupft und fir die
Autoradiographie bzw. fir die Darsellung der Bandenmuster mit Hilfe eines sogenannten
Posphor-Imagersin Haushatsfolie eingepackt.

2.2.1.8Darstellung der Bandenmuster

Die beiden im folgenden beschriebenen Vorgehensweisen zur Darstellung der Bandenmu-
ster wurden dternativ angewandt. Entsprechende Geréte fir die zwetgenannte Methode
standen erst ab dem Jahr 2000 zur Verflgung.

Autoradiographie

Die eingepackten Gele wurden in dafiir vorgesehene Rontgenfilmkassetten gelegt und mit
einem Rontgenfilm (Kodak X-Omat AR bzw. Fuji RX) passender Grof3e bedeckt. Die Be-
lichtung des Films erfolgte durch die Emission von b-Sirahlung durch die radioaktiv mar-
kierten Oligonukleotide. Dadurch wurde der Rontgenfilm an den Stellen belichtet, an de-
nen eine Anlagerung der Sonden erfolgt war. Die jewellige Expositionsdauer hing von der
Aktivitét der Sonde, der Anzahl der vorhandenen Bindungsstellen und der aufgetragenen
DNA-Menge ab. Sie betrug zwischen 2 und 5 Tagen. Die bendtigte Zeit wurde anhand e-
nes Kontaminationsmonitors (Multirad, Electronique G.M.) abgeschétzt. Alle Filme wur-
den dann maschind| entwickelt (M35, Kodak) und bildeten die Grundlage fir die weiteren
Auswertungen (s. 2.2.1.9).

Darstellung mit Hilfe eines Phosphor-Imagers

Der Nachweis der Bindungsstellen der radioaktiven Oligonukleotidsonden mit Hilfe eines
Phospor-1magers (Storm 860, Amersham) hat Vortele in bezug auf den Materidverbrauch,
da keine teuren Rontgenfilme bendtigt werden. Die in Haushatsfolie gepackten Gele wur-
den in eine Expositionskasette gelegt und mit einer speziellen Folie bedeckt. Diese Folieist
mit anorganischen Verbindungen beschichtet, die auf radioaktive Strahlung mit verschie-
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denen Oxidations- und Reduktionsprozessen reagieren. Die Dauer der Exposition war von
den gleichen Faktoren abhéngig wie bel der Autoradiographie und betrug im dlgemenen
zwischen 1-2 h bel Raumtemperatur (die Abschétzung der genauen Expositionsdauer er-
folgte wieder mit einem Kontaminationsmonitor). Die Stellen, an denen sich die Molekile
chemisch veréndert hatten (= Anlagerungsstellen der Oligonukleotidsonden), lief3en sSich
dann letztendlich mit Hilfe eines spezidlen Scanners nachweisen. Bel Bestrahlung mit
Rotlicht (635 nm) emittieren die chemisch veranderten Molekile Licht im Bereich von
390 hm, welches dann vom Scanner detektiert wird. Nach Abschlul3 des Scanvorgangs
(Dauer ca. 10 min) wurde das erhdtene Bild in einer Datel gespeichert. Diese Datel bildet
die Grundlage fir die weitere Auswertung der Bandenmuster. Die auf der Folie gespel-
cherte Information kann durch intendve Bestrahlung mit Licht gel 6scht werden, dadie
verénderten Molekiile dadurch in ihren Ursprungszustand zurtickversetzt werden.

2.2.1.9Auswertung der Bandenmuster

Die Anadyse der Bandenmuster erfolgte unterschiedlich, je nachdem welches Verfahren
zur Darstdlung der Bandenmuster gewahlt wurde (s. 2.2.1.8). Die mittels Autoradiogra-
phie hergestellten Rontgenfilme wurden im Durchlicht auf einem Leuchtkasten andysiert.
Mit Hilfe des Phosphor-1magers generierte Bilddatelen wurden zunéchst in ein gegignetes
Format (*. ti f) Uberfihrt, dann mit einem geeigneten Computerprogramm gedffnet (z.B.
Photoshop 6.0, Adobe) und schlieldich am Monitor ausgewertet. In beiden Féllen wurden
dleim Bereich von 30 his 2 kb liegenden Banden in die Auswertung einbezogen. Die Aus-
wertung wurde fir jedes Gel gesondert durchgeftihrt, da es aufgrund unterschiedlicher
Randbedingungen (Gelbeschaffenhet, Spannungs- und Konzentrationsunterschiede) zu
unterschiedlichen Laufstrecken gleich langer DNA-Fragmente kommen kann und ein Ver-
gleich der Bandenmugter verschiedener Gele deshab nicht moglichis.

Bei der Beurteilung der Ubereingtimmung spezifischer Banden zwischen verschiedenen
Individuen wurden folgende Grundregeln befolgt (vgl. Westneat 1990):

(i)  Banden wurden dann as tbereingtimmend gewertet, wenn die Zentren weniger as
0,5 mm Differenz in ihrer Laufstrecke aufwiesen.

(i)  Unterschiede in der aufgetragenen DNA-Menge wurden bel der Auswertung bertick-
schtigt, d.h. eine sehr schwache Signalbande wurde beim Vergeich mit einer sérke-
ren Bande dann in die Auswertung aufgenommen, wenn bel dem Individuum mit der
schwécheren Signdbande grundsétzlich weniger DNA aufgetragen worden war.

(i)  Grundsétzlich wurden ale Vergleiche konservativ durchgeftihrt, d.h. es wurde ver-
sucht, dle bel den Nachkommen auftretenden Banden aus den Bandenmustern der
Putativeltern abzulaiten.

Alle Banden, die der betreffende Nestling nach dieser Form der Auswertung immer noch
mit keinem der beiden Putativeltern tellte, waren folglich auf Mutationen zurlickzufUhren
oder darauf, dal3 es sich bel mindestens einem der beiden Putativeltern nicht um den gene-
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tischen Elter handelte. Weitere Einzelhaiten zur Auswertung sind an entsprechender Stelle
im Ergebnigal zu finden (s 3.2).

2.2.2 Mikrosatellitenanalysen

Das in den vorangegangenen Kapiteln beschriebene Verfahren des Multilocus DNA-Fn-
gerprinting (s 2.2.1) ermdglicht Uber individua spezifische Bandenmuster zwar die zwe-
felsfreie Identifikation von Jungtieren, die nicht von eénem oder beiden soziden Eltern ab-
stammen. Bel der Suche nach den genetischen Eltern dieser Jungtiere ist es aber nur sehr
begrenzt einsetzbar, da einzelnen Banden keine absol ute Fragmentl&nge zugewiesen wer-
den kann und en Vergleich der individua spezifischen Bandenmuster zwischen verschie-
denen ,, Fingerprint“-Gelen somit nicht moglich ist (sa 2.2.1.9). Diese Schwierigkeiten
lassen sich durch die im folgenden beschriebenen Mikrosatellitenanaysen umgehen. Bel
diesem Verfahren werden namlich diskrete Alldlangen definierter DNA-Loci ermittelt, die
enem Individuum unabhangig vom Gd zugeschrieben werden kdnnen.

Bei Mikrosatdlitenanaysen wird der Langenpolymorphismus einzelner Mikrosatd liten
Loci unter Zuhilfenahme der Polymerasekettenresktion (PCR, s. Saiki et al. 1985, 1988,
White et al. 1989) dargestdlt. Die Spezifitét fur einen definierten Mikrosatelliten-Locus
wird dabel durch die Verwendung von Oligonuklectidprimern erreicht, die eine Lange von
etwa 20 Nukleotiden besitzen und deren Sequenzen komplementé&r zu den flankierenden
Bereichen der betreffenden repetitiven Region sind. Die mit Hilfe dieser locus- pezifischen
Primer bel der PCR erhatenen Amplifikate chromosomaer DNA (meist etwa 100-400 bp
lang) werden dann auf einem hochaufl 6senden Polyacrylamidgel der Lange nach aufge-
trennt, so dal3 man fir jedes Individuum pro Mikrosatelliten-Locus eine (homozygote Indi-
viduen) bzw. zwei Banden (heterozygote Individuen) erhdt, deren Langen exakt bestimm:
bar sind. Der zu beobachtende L angenpolymorphismus zwischen verschiedenen Allden
basert dabei in den dlermagten Fllen auf einem Polymorphismusin der Anzahl der im
amplifizierten Fragment enthatenen repetitiven Einheiten. Die Alldlangen kénnen dabel
zZwar zwischen verschiedenen Tieren variieren, sind jedoch fir jedes Individuum kongtant
und werden nach den Menddl’ schen Regeln an die Nachkommen vererbt. Nachkommen
erhdten dso in bezug auf jeden Mikrosatdlliten-Locus jewells ein Alld von ihrer Mutter
und eines von ihrem Vater. Die Individud spezifitét eines einzelnen Mikrosatd litensystems
ist dabel aufgrund des geringen Informationsgehdtes (maxima zwel dargestdllte Banden
pro Individuum) naturgemél3 begrenzt. Mit zunehmender Anzahl unabhéngiger Mikro-
satellitensysteme erhdht sich die Spezifité der fir ein Individuum erhaltenen Alldkombi-
nationen jedoch deutlich.

Unglticklicherwe se lassen sch Mikrosatellitensysteme, die locus- pezifisch fr eine be-
gimmte Tierart etabliert wurden, nicht ohne welteres auf andere Species Ubertragen. Sie
missen viedmehr in den meisten Fdlen fir jede zu untersuchende Tierart neu entwickelt
werden. Dies war auch hingchtlich der geplanten Analysen zum Fortpflanzungsverhdten
von Kohlmeisen notwendig, da geeignete Mikrosatdlitensysteme flr diese Vogdart in der
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Literatur nicht beschrieben waren. Die diesbeziiglich notwendigen Arbeitsschritte snd im
folgenden vorab in einen Ubergreifenden Gesamtkontext gestdl It und werden in den an+
schlief3enden Unterkapiteln dann ausfihrlicher beschrieben. Alle zur Etablierung der Sy-
steme durchgefiihrten Arbeitsschritte wurden dabel aus scherheitstechnischen Griinden
wieder am Indtitut fir Molekulare Humangenetik der Ruhr-Universté Bochum (L eiter:
Prof. Dr. JT. Epplen) durchgefiihrt. Die routinemé&3ge Anwendung erfolgte hingegen am
Indtitut fur Evolutionshiologie und Okologie der Rheinischen Friedrich-Wilhems-Univer-
gtét Bonn (Leiter: Prof. Dr. K.P. Sauer).

Zunéchst wurde zur Klonierung chromosomaer Kohlmeisen DNA ene subgenomische
Genbank ergdlt (s. 2.2.2.1). Der erste Arbeitsschritt bestand dabel in eénem Restriktions-
verdau genomischer Kohlmeisen DNA. Danach wurden die resultierenden DNA-Fragmen
te eines bestimmten Langenbereichs, der nach geleektrophoretischer Auftrennung prépara-
tiv aus dem Agarose-Gel extrahiert werden konnte, in einen ebenfals restringierten und
aufgereinigten Vektor ligiert. Mittels einer Elektrotransformation wurden die rekombinier-
ten Vektoren dann in kompetente Wirtszellen eingebracht und anschlief3end sdlektiv ver-
mehrt.

Im néchgten grofien Block von Arbeitsschritten galt es, die mikrosatdliten postiven Klone
der angelegten subgenomischen Kohlmeisen-Genbank zu identifizieren (s. 2.2.2.2). Hierzu
wurden die Klone mit Hilfe eines Laborroboters auf immobiliserende Membranen Ubertra-
gen und nach Denaturierung und Fixierung mit verschiedenenen radioaktiv markierten Oli-
gonukleotidsonden hybridisert. Eine anschlief3ende Autoradiographie erlaubte dann letz-
endlich die Identifizierung der mikrosatdlliten- positiven Klone.

Zur Ermittlung der exakten Mikrosatellitenstrukturen wurden die mikrosatel liten- positiven
Klone sequenziert (s. 2.2.2.3). Zunéchst mufen hierzu die Bakterienkolonien der betref-
fenden Klone angezogen und die Plasmid-DNA isoliert und quantifiziert werden. An-
schliel?end erfolgte die Sequenzierung der klonierten DNA-Fragmente.

Zur endgultigen Charakteriserung der Mikrosatellitensysterme wurden dann die entspre-
chenden DNA-Bereiche amplifiziert (2.2.2.4). Voraussetzung hierfir war die Konstruktion
locus- spezifischer Primer. See erfolgte auf Basis der durch die vorangegangene Sequenzie-
rung bekannten Basenabfolge der die repetitiven DNA-Bere che flankierenden Sequenzen.
Waéhrend der Etablierungsphase wurden im dlgemeinen radioaktiv markierte Amplifikate
verwendet, die mittels Autoradiographie dargestel It werden konnten. Die routineméige
Anwendung der etablierten Systeme erfolgte dann durch die Andyse fluoreszenzmarkier-
ter Amplifikate in einem Sequenzierautomaten (ABI 377, Applied Biosystems).

2.2.2.1Klonierung der Kohimeisen-DNA

Zur Klonierung der chromosomaen Kohimeisen DNA wurde ein Klonierungs-Kit der
Firma I nvitrogen verwendet (Zero Background™™/Kan Cloning Kit, Version A), der sich
durch eine Besonderheit auszeichnet. Der enthaltene Vektor (pZErO™™-2.1) besitzt néam-
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lich ein lethdes ccd- Gen, das erst nach erfolgreicher Rekombination des Vektors irrevers-
bel zergdrt wird. Werden die im Kit mitgdieferten Wirtszellen (E. coli TOP10F') nach
Transformation des Vektors auf einem IPTG-haltigen Néhrmedium angezogen, so wird
durch Aktivierung des ccd-Gens der Zdltod dler Wirtszellen hervorgerufen, in deren Vek-
tor kein Kohlme sen DNA-Fragment eingefligt wurde. Somit erfolgt die Selektion positiver
Rekombinanten automatisch nach erfolgreicher Transformation. Der Stamm der verwende-
ten E. coli Wirtszellen besitzt aulerdem eine Kanamycin-Resistenz, so dal3 bel einer An-
zucht der Zdlen auf kanamycinhdtigem Nahrmedium das exklusve Wachstum dlein die-
ser Zellen gewédhrleistet werden kann.

Im verwendeten Klonierungs-Kit sind ausfihrliche Protokolle zur Herstellung der bendtig-
ten Nahrmedien (LB, Low Sdt LB usw.), der Ligations- und Transformationsansétze so-
wie Anlatungen zur Durchfiihrung dler erforderlichen Ablaufe enthdten. Aus diesem
Grund werden im folgenden ausschlieldich solche Protokolle wiedergegeben, die von den-
jenigenim Handbuch des Klonierungsvektors aoweichen (die betreffende Queleist im
Literaturverzeichnis unter ,, Invitrogen Corp.” aufgeftihrt und wird nachfolgend ebenso zi-
tiert) bzw. dort nicht aufgefihrt Snd.

2.2.2.1.1Restriktionsabbau

FUr die Ligation (s 2.2.2.1.3) der Kohimeisen DNA in den Vektor miissen beilde Kompo-
nenten mit Restriktionsendonukleasen verdaut werden. Durch den Einsatz verschiedener
Restriktionsenzyme wurden dabel sowohl Ansétze mit sogenannten , klebrigen” Enden

(= sticky ends) ds auch solche mit ,, sumpfen” Enden (= blind ends) verwendet. Die Liga
tion von Sau 3A redtringierter Kohlmeisen DNA (Schnittdelle: ? GATC) erfolgte dabel in
den mit Bam HI behandelten Vektor (Schnittstelle: G? GATC), wahrend die mit Hae Il er-
zeugten Fragmente (Schnittstele: GG? CC) in den Eco RV redringierten Vektor ligiert wur-
den (Schnittstdle GAT? ATC).

Restriktion der chromosomalen DNA

Die Ansdize zur Redtriktion der Kohlmeisen DNA setzten sich bel einem Gesamtvolumen
von 100 m wie folgt zusammen: 10 ng chromosomale Kohlmeisen DNA (die Abschétzung
der bendtigten Menge in pl erfolgte durch Testgdle, s. 2.2.1.3), 10 m Sau 3A bzw. Haellll
(be ener Ausgangskonzentration beider Enzyme von 10 U/m entspricht dies 100 U) und
10 m des vom Enzymhergtdler mitgdieferten 10x Redtriktionspuffers. In den Sau 3A Re-
griktionsansatz wurde zuséizlich 1 mi BSA gegeben. Alle Ansédtze wurden dann mit A. bi-
dest. auf das Gesamtvolumen von 100 m eingestellt, invertiert, anzentrifugiert und fir 1 h
bel 37° Cim Wasserbad unter leichtem Schitteln inkubiert. Anschlief3end erfolgte — ohne
wetere Aufreinigungsschritte — die I solation der 200-1000 bp langen Fragmente
(s.22.2.1.2).
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Restriktion der Vektor-DNA

Der Redtriktionsansatz fur den Vektor bestand bel einem Gesamtvolumen von 50 mi aus

1 my Vektor-DNA (pZErO™-2.1, Ausgangskonzentration 1 nynt), 2 ml Eco RV bzw. 1 mi
Bam HI (entspricht jewells 20 U ba einer Ausgangskonzentration von 10 U/mi fir Eco RV
bzw. 20 U/m fur Bam HI) und 5 m des vom Enzymhergeler mitgelieferten 10x Restrik-
tionspuffers. Beide Ansétze wurden wieder mit A. bidest. auf das Gesamtvolumen von

50 m engestdlt, invertiert, anzentrifugiert und ebenfdlsfir 1 h bel 37° Cim Wasserbad
unter leichtern Schiitteln inkubiert. Anschliel3end erfolgte die vor der Ligation notwendige
Aufreinigung des Vektors.

Aufreinigung der Vektor-DNA

Zunéchg wurden zur restringierten und damit linearisierten Vektor-DNA je 25 ml Phenol
und Chloroform gegeben und der gesamte Ansatz durch kréftiges Schiitteln durchmischt.
Dann wurde der Gesamtansatz auf ein spezieles Gal- Rohrchen (SST®-Vacutainer®™) aufge-
tragen und 10 min bei 2000 rpm und 4° C zentrifugiert. Zum Uberstand wurden 50 m
Chloroformy/lsoamylakohol-Gemisch (24:1) gegeben und der gesamte Ansatz nach Star-
kem Schiitteln erneut fiir 10 min bei 2000 rpm und 4° C zentrifugiert. Nach Uberfiihrung
des Uberstands (50 m) in ein neues 1,5 ml Resktionsgef &R wurden /10 Vol. 3M Na-Acetat
(pH 5,2) und 2,5 Val. 100% Ethanol zugegeben und der Ansatz fir 15 minbe -70° Cin-
kubiert. Der Abbruch der Inkubation erfolgte durch einen Zentrifugationsschritt (15 min,
13000 rpm, 4° C). Nach Dekantieren des Uberstandes wurde das Pellet mit 200 m 70%
Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert (15 min, 13000 rpm, 4° C), wieder vom Uberstand
getrennt und dann in einer V akuumzentrifuge getrocknet (SpeedVac, Savant). Die Auf-
nahme des Pdllets erfolgte anschlieffend in 10 m A. bidest. und die Uberprifung der DNA-
Konzentration in einem 0,8% Agarose-Gd (s. 2.2.1.3). Damit war der Vektor fur die Liga
tion vorbereitet (s. 2.2.2.1.3).

2.2.2.1.2Extraktion der DNA-Fragmente aus Agarose-Gelen

Die subgenomische Genbank sollte 200 bis 1000 bp lange DNA-Fragmente enthaten, da
sch langere Fragmente schlecht sequenzieren lassen (s. 2.2.2.3) und fur kirzere Fragmente
nur sehr schwer Primer kongtruiert werden kénnen (s. 2.2.2.4). Daher wurden die Restrik-
tionsansitze der chromosomaen DNA (s. 2.2.2.1.1) in einem 1,5% Agarose-Gd aufge-
trennt und mit Ethidiumbromid gefarbt (s. 2.2.1.3). Uber einen auf einer separaten Spur
mitgefhrten Langenstandard (Kombination aus| /Hind 111 und puc 19/Msp 1) lielRen sich
die Fragmentlangenberei che anhand der Markerbanden bestimmen. Agarosestiicke, die
Fragmente im gewlinschten Langenbereich enthidten, wurden mit einem sauberen Skalpdl
unter UV-Licht (302 hm) herausgeschnitten, gewogen und getrennt fir die jeweiligen Re-
griktionsanséize in 1,5 ml Resktionsgefal3e gegeben. Fir jeden Restriktionsansatz wurden
dabe zusitzlich kleine (200-500 bp) und grof3e (500-1000 bp) Fragmente getrennt extra-
hiert. Die weitere Aufreinigung der DNA- Fragmente erfolgte dann mit Hilfe eines Extrak-
tions-Kits der Firma Qiagen (QIAquick Gel Extraction Kit) nach den Angaben des Herstel-
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lers und unter Verwendung der mitgdlieferten Chemikaien. Als Resultat lagen die betref-
fenden DNA-Fragmente jeweils g6t in 50 m A. bidest. vor. Zur Erhéhung der Konzen
tration, deren Abschétzung anschlief3end wieder anhand von Testgelen erfolgte (s. 2.2.1.3),
wurden die Volumina der Ansdize zunéchst noch mit Hilfe einer Vakuumzentrifuge
(SpeedVac, Savant) reduziert.

2.2.2.1.3Ligation der DNA-Fragmente

Bei der Ligation werden DNA-Fragmente durch das Enzym T4-DNA-Ligase Uber ihre 5-P
und 3-OH Gruppe miteinander verknipft. Dabel verbindet das Enzym sowohl sogenamte
»Sumpfe* dsauch ,klebrige Enden miteinander. Die Hohe der Rekombinationsrate hangt
dabel vom molaren Verhdtnis zwischen Insart- und Vektor-DNA ab.

Da das optimale molare Verhdtnis von Insert- zu Vektor-DNA unbekannt war, wurden
pardld zwe verschiedene Anséize verwendet. In der einen Linie von Ligationsansétzen
betrug das Verhdtnis von Insert- und Vektor-DNA 1:1, in der anderen Linie 2:1. Dazr
dem fir jede Kombination der Restriktionsenzyme (Eco RV und Hae 111 bzw. Bam HI und
Sau 3A, s 2.2.2.1.1) Kohimeisen DNA-Fragmente zweler unterschiedlicher Grofienklassen
ligiert wurden (200-500 bp bzw. 500-1000 bp, s. 2.2.2.1.2), ergaben sich insgesamt acht
verschiedene Ligationsansitze. Sie setzten Sich bel einem Gesamtreaktionsvolumen von

10 m wie folgt zussmmen: 25 hg aufbereitete Vektor-DNA (pZErO™-2.1; s. 2.2.2.1.1),
25 bzw. 50 hg chromosomae Kohimeisen DNA-Fragmente der jewelligen Grof3enklasse
(Menge abhangig vom Insert-Vektor Verhdtnis, s.0.), 1 mi ATP, 100 bzw. 200 U T4-
DNA-Ligase (fur die Ligation der , klebrigen” bzw. , sumpfen” Enden, s. 2.2.2.1.1) und

1 m desvom Hergtdler mitgelieferten 10x Ligationspuffers. Die Ansdtze wurden mit

A. bidest. auf das Gesamtvolumen von 10 m eingestellt und vor der anschliel3enden Elek-
trotransformetion (s. 2.2.2.1.4) 90 min bel 16° C inkubiert.

2.2.2.1.4Elektrotransformation

Alle Ligationsansitze (s. 2.2.2.1.3) wurden zunéchst dialysiert, um den Salzgehdt der Pro-
ben fUr die anschliel¥ende Elektrotransformeation zu verringern. Hierzu wurde ein rundes
Filterpapier (Porengrofe 0,025 nm, Millipore) vorschtig auf die Wasseroberflache einer
mit A. bidest. gefiillten Petrischale gelegt und der gesamte Ligationsansatz auf das Filter-
papier pipettiert. Nach 15 min wurde der Tropfen dann in en neues 1,5 ml Reaktionsgefald
Uberfiihrt.

Diefur die Transformation benttigten kompetenten Wirtszdlen waren im Klonierungs-Kit
enthdten (E. coli TOP10F) und wurden nach Anleitung des Herstellers vorbereitet (s. In-
vitrogen Corp.) und bis zur weiteren Verwendung bel -70° C gelagert.

Fur die eigentliche Elektrotransformation wurden 4,5 m des diayserten Ligationsansatzes
zusammen mit 40 m der bei Raumtemperatur auf Eis aufgetauten kompetenten Zellenin



Material & Methoden -«

28

eine vorgekihlte 0,2 cm Elektroperforationskiivette pipettiert und der Transformationsvor-
gang unmittelbar in Gang gesetzt (Gene Pulser, BioRad; Pulsfir 4-5 msec bei 1,7 KV/cm,
weltere Gerdteeingellungen: Gene Pulser = 25 i, Puls Controler = 200 O, Capacity ex-
tender = 125 nf). Anschliel¥end wurde zu jedem Transformationsansatz unverziiglich 1 ml
SOC-Medium gegeben (zur Hergellung s. Invitrogen Corp.) und die gesamte Ldsung nach
vorschtigem Durchmischen in ein 1,5 ml Resktionsgef&l3 tberfuihrt und unter Schiitteln
(220 rpm) fir eine Stunde bet 37° C inkubiert.

2.2.2.1.5Anzucht der Bakterien

Zur Uberpriifung der Transformation (s. 2.2.2.1.4) bzw. der Ligation (s. 2.2.2.1.3) und zur
Spéteren |dentifizierung von DNA-Mikrosatdliten (s. 2.2.2.2) wurde ein Tell der bereitsin
SOC-Medium angewachsenen Zdlen (s.0.) auf LB-Agarplatten ausplattiert und angezogen
(die verbleibenden transformierten Zdlen wurden bis zur weiteren Verwendung bel 4° C
gelagert). Im néchsten Schritt wurden die Kolonien der transformierten Bakterienzellen auf
Mikrotiterplatten vereinzdlt, die zuvor mit Low Sdt LB-Medium (s. Invitrogen Corp.) be-
stiickt worden waren.

Anzucht der Bakterienkolonien auf Festmedien

Be der Ausplattierung der Bakterienzellen wurde eine Dichte von maxima 500 Kolonien
pro LB-Agarplaite (A 15 cm) angedirebt, da die einzelnen Kolonien ansongen fir eine ein-
deutige ldentifizierung zu dicht beenander gelegen hétten. Um dieses Ziel zu erreichen,
wurde zunéchst nur ein Teil der Zdlen auf kleineren LB-Agarplatten (/£ 9 cm) ausplattiert
und angezogen.

Zur Herstellung von Agarplatten beider Grofien wurde ds erstes LB- Agar angesetzt (s. In-
vitrogen Corp.), die Lésung dann mit IPTG (1 mM) und Kanamycin (40 ng/ml) versehen
und unmittelbar vor dem Ausplattieren der Bakterienzellen in grof3e (4 15 cm) und kleine
(49 cm) Petrischden geflllt. Die transformierten Bakterien wurden dann unter der Steril-
bank mit ener ausgeglUhten Impfése unter $8ndigem Drehen der Agarplatte ausgebracht.
Fur die Probe- Anzuchten auf den kleinen Agarplatten wurden je 50 i der in SOC-Medium
(s. Invitrogen Corp.) angezogenen transformierten Zellen verwendet (sa 2.2.2.1.4), fur die
grofen Agarplatten— nach Kontrolle und Korrektur der Konzentration anhand der Probe-
Anzuchten — das dreifache Volumen. Nach dem Ausplattieren trockneten die Agarplatten
fur mindestens 5 min. Die anschlief3ende Inkubationszait bei 37° C im Wérmeschrank be-
trug fUr die kleinen Agarplatten 16 h, fir die groféen Platten 22 h.

Anzucht isolierter Klone in Fliissigmedien

Zur pdteren Isolation der Mikrosatelliten wurden die auf den Agarplatten gewachsenen
Kolonien unter derilen Arbatsbedingungen mit Hilfe einer Pipettenspitze einzeln in Mi-
krotiterplatten Gberfihrt. Zuvor wurden die Mikrotiterplatten mit 170 m Low SdAt-LB-
Medium bestlickt (zur Herstellung s. Invitrogen Corp.). Nach Impfung der Néhrmedien mit
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vereinzelten Bakterienkolonien wurden die Mikrotiterplatten unter Schiitteln (120 rpm) fur
15 hbe 37° Cinkubiert. Anschliel?end wurde jedes Feld der Mikrotiterplatten mit 30 i
99% Glyceral Uberschichtet und die Platten bis zur weiteren Verwendung (s. 2.2.2.2) bei
-70° C gelagert.

2.2.2.2ldentifizierung von klonierten DNA-Mikrosatelliten

Die Kolonien wurden nach dem Vereinzeln (s. 2.2.2.1.5) maschinell auf Nylonmembranen
trandferiert (s 2.2.2.2.1), um so die Klone identifizieren zu kdnnen, deren rekombinante
Pasmide repetitive DNA-Bereiche enthidten. Die eigentliche Identifizierung erfolgte dann
nach Denaurierung und Fixierung der Bakterien- DNA auf den Membranen (s. 2.2.2.2.2)
durch Hybridiserung mit radioaktiven Di-, Tri- oder Tetranukleotid- Polymersonden und
anchliel3ender Autoradiographie (s. 2.2.2.2.3 und vgl. Rassmann et al. 1991).

2.2.2.2.1Ubertragung der Bakterienkolonien auf Nylonmembranen

Fur die zum Nachweis der DNA-Mikrosatelliten notwendige Hybridiserung (s 2.2.2.2.3)
mulen die rekombinanten Bakterien aus den Mikrotiterplatten (s. 2.2.2.1.5) zunéchst auf
Nylonmembranen Ubertragen werden. Hierzu wurde erneut LB-Agar mit Kanamycin her-
gestelt (40 ny/mi, s. Invitrogen Corp.) und in Formen gegossen, welche den Mikrotiterplat-
ten entsprachen. Ebenfalls passend wurde eine Nylonmembran (Hybond™-N, Nylon 0,45
Micron, Amersham Life Science) zugeschnitten und vorsichtig auf das erkatete Nahrmedi-
um gelegt. Anschliel3end wurden die rekombinanten Bakterien aus den Mikrotiterplatten
entsorechend ihrer urspriinglichen Position punktgenau auf die Nylonmembran Gbertragen.
Dahierfir ein Laborroboter (Biomek 1000, Beckman) zur Verfigung stand, wurde ledig-
lich ein s2hr feiner Punkt der Bakterienkultur auf die Membran gestempdlt. Dies ermOg-
lichte— nach einer jewells geringfligiger Neupositionierung der Membran (Verschigbung

um wenige Millimeter) — die Ubertragung der Bakterienkulturen von bis zu neun Mikroti-
terplatten auf eine einzige Membran von eiwa 8 x 14 cm. Dabel wurden vor jedem Stem-
peln der Kulturen auf die Membran die Eddstahl spitzen des Laborroboters nacheinander in
eine Na-Hypochloridiésung (12-14%), in A. bidest. und in Ethanol (95%) getaucht, um so
Kreuz-K ontaminationen der Kulturen in den Mikrotiterplatten auszuschlief3en und spéter
ene eindeutige Zuordnung der gestempeten Klone zu gewdhrleigten (s. 2.2.2.2.3). Die
angeimpften Nylonmembranen wurden dann nach dem Trandferieren fir 22 hbei 37° Cin-
kubiert.

2.2.2.2.2Denaturierung und Fixierung der DNA auf Nylonmembranen

Zur Vorbereitung der Hybridiserung (s. 2.2.2.2.3) muf3e die doppel stréangige Bakterien
DNA zunéchst denaturiert und anschliel3end in diesem Zustand auf der Nylonmembran
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fixiert werden. In einer Schale mit 5x SSC-L dsung wurde hierzu bet 50° C SDS gel0st
(Konzentration: 2% wi/v). Nach dem Abheben des Membranfilters vom Nahrmedium

(s. 2.2.2.2.1) wurde selbiger mit der DNA- Seite nach oben auf ein Filterpapier (GB 002,
Schleicher & Schill) gelegt, welches zuvor in der SDS/SSC-L 6sung getrankt worden war.
Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurde die Nylonmembran zum Trocknen auf ein
neues Filterpapier gelegt und anschliel?end — nach erneutem Wechsel des Filterpapiers—in
einer handd siiblichen Mikrowelle erhitzt (AEG Mikromat; 2000 W, 15 min be Stufe 8).
Die Fixierung der denaturierten DNA auf der Nylonmembran erfolgte dann durch Bestrah+
lung mit UV-Licht (70000 mien? fiir 12 s; Ultraviolet Crosdinker, Amersham Life Scien-
ce). Damit waren die Vorbereitungen fur die Hybridiserung (s. 2.2.2.2.3) abgeschlossen.

2.2.2.2.3Radioaktive Markierung der Sonden, Hybridiserung und Autoradiographie

Die Kinasierung der Oligonukleotide mit (g*?P)- ATP zur radioaktiven Markierung erfolgte
nach dem unter 2.2.1.6 beschriebenen Protokoll. Insgesamt wurden dabei 14 Oligonukleo-
tidsonden radioaktiv markiert und in aufeinanderfolgenden Hybridiserungen eingesetzt. Es
handdte sch im einzelnen um (CA)sg, (TC)s, (GC)g, (AT)12, (TCC)s, (AAC)s, (TAA)STA,
(TAC)s, (GAA)s, (TCG)s, (CAC)s, (GGAT)4, (GATA)4 und (GACA);4.

Auch die nachfolgenden Arbeitsschritte fir die Hybridiserung der Nylonmembranen wur-

den schon an anderer Stelle in Zusammenhang mit der Hybridiserung von Agarose-Gden
dargestdlt (s. 2.2.1.7). Es mul¥en diesbezliglich lediglich die Hybridiserungs- und Wasch-
temperaturen an die jeweilige Oligonukleotidsonde angepald werden (s. 2.2.1.7).

Die Stellen, an denen sch die Oligonukleotidsonden bei der Hybridisierung angelagert
hatten, wurden dann wieder mit Hilfe von Rontgenfilmen schtbar gemacht (Autoradiogra-
phie, s. 2.2.1.8). Durch einen Vergleich der geschwérzten Stellen des Rontgenfilmes mit
einer Folie, auf der das nach Trandferieren der Klone resultierende Muster abgebildet war,
konnten dann letztendlich die mikrosatdliten positiven Klone eindeutig identifiziert wer-
den.

2.2.2.3Sequenzierung der klonierten DNA-Mikrosatelliten

Im néchsten Schritt wurden die mikrosatelliten pogtiven Klone sequenziert. Dazu mulden
zunéchst die entsprechenden Bakterien aus den Glycerolstocks angezogen und die Plas-
mid-DNA isoliert werden (2.2.2.3.1). Im Anschluf3 erfol gte nach einer Konzentrationsbe-
stimmung der Plasmid-DNA dann die eigentliche Sequenzierung (s. 2.2.2.3.2).

2.2.2.3.1Anzucht der Klone und Isolation der Plasmid-DNA

Zur Anzucht der mikrosatdlliten-positiven Klone wurden jeweils 5 ni der in den Mikroti-
terplatten vereinzelten Bakterienkulturen (s. 2.2.2.1.5) zu 10 ml kanamycinhdtigem LB-
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Agar (40 ng/ml, s Invitrogen Corp.) in ein Fal con®- Tube gegeben und unter standigem
Schiitteln (200 rpm) fur 17 h bel 37° C inkubiert. Danach wurde die Kultur herunterzentri-
fugiert (15 min, 200 rpm, 4° C), das Pellet nach Verwerfen des Uberstandes in 400 m Pré-
parationspuffers A resuspendiert und der Ansatz nach Uberfiihrung in ein neues 1,5 mi
Reaktionsgefdd ba Raumtemperatur fir weitere 5 min gel6ést. Nach Zugabe von 400 mi
Praparationspuffer B wurde die Lésung durch Invertieren vorsichtig gemischt und aber-
mals fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurden 400 m Prgparations-
puffer C hinzugefigt. Der Ansatz wurde wieder vorschtig gemischt und fir 15 minbe
15000 rpm zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand — ohne den auf der Oberflache der
L6sung befindlichen Schaum mitzupipettieren— in @n 2 ml Resktionsgefdl3 Gberfuhrt, mit
640 m 100% |sopropanol gemischt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Dann wurde der An-
satz fir 15 min mit 15000 rpm bei 4° C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde nachfolgend in 300 m des zehnfach verdinnten Pr8parationspuffers C aufge-
nommen, der Ansatz sark geschittelt und abermals fir 30-60 min auf Eisinkubiert. Nach
einer weiteren Zentrifugation (15 min, 15000 rpm, 4° C) wurde der Uberstand in ein neues
1,5 ml Resktionsgefdl3 Uberfuhrt, mit 750 m 100% Ethanol (4° C) gemischt und fir 15 min
bei -70° C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (15000 rpm, 15 min) wurde der Uber-
stand verworfen, das Pellet in 200 ml 70% Ethanaol (4° C) gewaschen und abermas fir

10 min zentrifugiert (15000 rpm). Schlieldich wurde der Alkohol entfernt, das Pellet ge-
trocknet und anschlief3end fir die weitere Verarbeitung in 20 m A. bidest. aufgenommen.

2.2.2.3.2Quantifizierung und Sequenzierung der Plasmid-DNA

Dafur die Sequenzier-Reaktion die eingesetzte DNA-Menge von besonderer Bedeutung ist
und die DNA-Quantité nach der Plasmid-DNA Isolation (s. 2.2.2.3.1) prparationsabhén-
gig schwankt, erfolgte zunéchst eine Konzentrationsbesimmung fir die Plasmid-DNA.
AnschlieRend wurde die Sequenzier- Resktion mit Hilfe von AmpliTag® DNA-Polymerase
(Perkin-Elmer) in einem Thermocyder (TrioBlock, Biometra) nach Angaben des Herstel-
lersund unter Verwendung der mitgdieferten Chemikaien durchgefiihrt. Nach einer Auf-
reinigung der Fragmente (ebenfdls nach Angaben von Perkin-Elmer) erfolgte dann die
Auftrennung der mit fluoreszierenden Farbstoffen markierten DNA-Fragmente Uber ein
denaturierendes 7% Polyacrylamid-Ge (Herstdllung nach Angaben von Applied Biosy-
stems) in einem Sequenzierautomaten (ABI 373, Applied Biosystems).

Quantifizierung der Plasmid-DNA

Auf Tedtgelen (s. 2.2.1.3) wurde die Signaintensitét der Plasmid-DNA (s. 2.2.2.3.1) mit
der von Standards bekannter Konzentration verglichen. Anhand der Resultate wurde die
Plasmid-DNA dann auf eine Konzentration von 1 ng/m eingestdlit und bis zum Ansatz der
Sequenzier-Reaktion (s.u.) bel 4° C gelagert.
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Ansatz der Sequenzier-Reaktion

Als Primer wurde jewells einer der beiden Standard- Sequenzierprimer M13 bzw. M13(-20)
eingesetzt, deren komplementére Sequenzen vor bzw. hinter der Klonierungsstelle des
Vektors liegen. Auf diese Weise konnten dle klonierten DNA-Fragmente jewells von be-
den Saiten sequenziert werden. Durch Alinierung der ermittelten DNA- Sequenzen (s.u.)
wurde anschlief3end die komplette Sequenz des Kohlmeisen DNA-Inserts bestimnt.

Die Sequenzier- Regktion setzte sich wie folgt zusammen: 1-1,5 ng DNA, 5 pmol Primer
und 8 m des mitgelieferten Resktionsmixes (Perkin-Elmer), der auch die AmpliTag®
DNA-Polymerase enthidt. Die Komponenten wurden auf Eisin ein 0,5 ml Resktionsgefal
pipettiert, mit A. bidest. auf ein Gesamtvolumen von 10 m eingestdIt und zur Vermeidung
von Verdunstung mit einem Tropfen Mineradl Uberschichtet. Anschlief3end wurde der ge-
samte Ansatz sofort in einem Thermocycler (TrioBlock, Biometra) folgendem Temperatur-
regime ausgesetzt: Anfangliche Vordenaturierung von 3 min bal 95° C und nachfolgend

25 identische Zyklen, jewells bestehend aus 30 sbel 95° C, 45 sbei 40° C und 4 minbe
60° C. Danach wurden die Proben be 4° C gelagert.

Fallung der Sequenzier-Produkte

Zur Aufreinigung der Sequenzier-Produkte wurde der gesamte Ansatz nach Angaben des
Herstellers von AmpliTag® DNA-Polymerase (Perkin-Elmer) mit Ethanol geféllt. Die Re-
aktionsansitze wurden hierzu jeweils — ohne das Ol mitzupipettieren—in ein 0,5 ml Regk-
tionsgefd3 mit 2 m Na-Acetat (3 M, pH 4,6) und 50 m 95% Ethanol Uberfuhrt, stark ge-
schittelt und fir 10 min auf Eisinkubiert. Nach Zentrifugation (15-30 min, 13000 rpm)
wurde der Uberstand vollstandig entfernt, das Pellet mit 250 mi 70% Ethanol gewaschen
und kurz anzentrifugiert. Dann wurde der Uberstehende Alkohol vors chtig abgesaugt und
auch von Rand und Deckd des Reaktionsgefd3es sorgfdtig entfernt. Nach vollsténdigem
Trocknen wurde das Pdllet bis zur weiteren Verwendung (s.u.) bel -20° C aufbewahrt.

Analyse der Sequenzier-Produkte

Da es gch um fluoreszenzmarkierte Sequenzier- Produkte handelte, konnte die Auftren
nung Uber ein denaturierendes 7% Polyacrylamid-Gel in einem Sequenzierautomaten
(ABI 373, Applied Biosystems) erfolgen.

Fur den Gelmix wurden in einem Becherglas unter Rihren 30 g Harngtoff in 10,5 ml 40%
Acrylamid-Ldsung, 6 ml 10x TBE-Puffer und 22 ml A. bidest. gel6st. Nach Vakuumfiltra-
tion der L6sung durch einen 0,2 nm Filter (Millipore) und Entgasung wurde die Polymeri-
sations- Reaktion durch Zugabe von 180 m 10% APS und 24 mi TEMED gedtartet. Der
Gelmix wurde zwischen zwel waagerecht liegende Glasplatten gegossen, die durch die
Verwendung zweler Abstandhalter (Spacer) einen Hohlraum von 0,2 mm Dicke umschlos-
sen. Die Oberflachen der Glasplatten waren zuvor griindlich mit eéinem Detergenz (Alco-
nox, Sgma-Aldrich), A. bidest. und 100% I sopropanol gewaschen und anschlief3end ge-
trocknet worden.
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Zur Gelelektrophorese wurde das Polyacrylamid-Gel senkrecht in den Sequenzierautoma:
ten eingebaut. Die getrockneten Pellets der Sequenzier- Produkte wurden jeweilsin 2,5 ni
mitgdiefertem Formamid/EDTA-Gemisch aufgenommenen. Nach Denaturierung der Pro-

ben (3 min bei 80° C) erfolgte die Auftrennung von 1-2 m denaturiertem Proben Gemisch
bei 1700 W fir 14 h.

Waltere Details zu dlen erforderlichen Arbeitsschritten snd ausftinrlich im Handbuch des
Sequenzierautomaten ABI 373 (Applied Biosystems) wiedergegeben. Sie wurden exakt
eingehaten und werden daher an dieser Stelle nicht waliter beschrieben. Zur Auswertung
der Gele wurde das Computerprogramm Sequence Navigator (ebenfdls Applied Biosy-
stems) benuitzt, wodurch letztendlich die Sequenzen der klonierten Kohimeisen DNA-
Fragmente ermittelt werden konnten.

2.2.2.4Amplifikation und Analyse der DNA-Mikrosatelliten aus chromosomaler DNA

Anhand der ermittelten Sequenzen wurden Primer zu den die DNA-Mikrosatdliten flan-
kierenden Bereichen (s. 2.2.2.3.2) konstruiert (s. 2.2.2.4.1), um so die eéinzelnen Systeme
auf das Vorhandensain von Langenpolymorphismen zu untersuchen. Wahrend der Etablie-
rungsphase der Systeme (s. 2.2.2.4.2) wurden hierzu radioaktive PCR- Ansédtze verwendet.
Entsprechend erfolgte die Auswertung nach Auftrennung der Amplifikate auf einem Poly-
acrylamid-Gel Uber Autoradiographien. Fir Mikrosatellitensysteme, die Uber die Etablie-
rungsphase hinaus Anwendung fanden (s. 2.2.2.4.3), wurde das 5'-Ende eines der beiden
Primer durch Anhéngen eines fluoreszierenden Farbstoffes modifiziert (Huoreszenz- Ami-
dite, Applied Biosystems). Die Andyse erfolgte in diesen Fallen wieder in einem Sequen+
Zierautomaten (ABI 377, Applied Biosystems) unter Verwendung geeigneter Software (Ge-
neScan, Applied Biosystems).

2.2.2.4.1Konstruktion der Primer

Die Kongruktion von Primerpaaren zur Etablierung der Mikrosatellitensysteme erfolgte
ohne den Einsaiz spezidler Software. Die Primer wurden so gewahlt, dal3 sein den flan-
kierenden Bereichen der DNA-Mikrosatdliten lagen, die keinen erkennbaren repetitiven
Charakter aufwiesen. Insgesamt wurde dabel versucht, die im folgenden beschriebenen
Regen e@nzuhalten: Die Amplifikate sollten eine Lange von 500 bp nicht Gberschreiten

und die Primer sollten eine Lange von etwa 18-23 bp haben. Die Primer- Anlagerungstem:
peratur (abgeschétzt nach der Formel in 2.2.1.7) sollte mdglichst hoch liegen und fiir beide
Primer eines Systlems identisch sain. Die verwendeten Primer sollten an ihren 3-Enden
eine sarke Bindung zur Vorlagen- DNA aufwelsen (hoher G/C-Gehdt) und die Bildung
von Primer-Dimeren (Verkettung der Primer ohne Vorlagen DNA dlein aufgrund der spe-
zifischen Primersequenz) sollte vermieden werden.
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2.2.2.4.2Etablierung der Mikrosatellitensysteme

Waéhrend der Etablierungsphase wurde getestet, ob die einzelnen Systeme reproduzierbare
und interpretierbare Amplifikationsprodukte liefern, ob die Allde nach den Mendd’ schen
Regeln vererbt werden und ob die Variabilitét der Syseme in einem fir die angestrebten
Untersuchungen geaigneten Rahmen liegt. Zur Amplifikation wurden dabel unmodifizierte
Primer benutzt. Die Darstdlung der Allele nach Separation auf enem Polyacrylamid-Gd
erfolgte durch die Verwendung radioaktiver Nukleotide, die wahrend der Amplifikation in
die Fragmente eingebaut und anschlief3end mittels Autoradiographie nachgewiesen wur-
den.

PCR-Ansdatze

Die standardiserten PCR-Ansdize zur Amplifikation radioaktiver Fragmente setzten Sch
aus 50-100 hg Kohimeisen DNA, 10 pmol jedes Primers (z.B. Applied Biosystems),

2,5 mM MgCl, 200 mmol dNTP-Mix, 0,1 m radioaktives Nukleotid ([a *P]-CTP), 0,5 U
Tag DNA-Polymerase (Gene Craft) und 1 m des mitgdieferten 10x Resktionspuffer (ohne
MgCl) zusammen. Sie wurden mit A. bidest. auf ein Gesamtreaktionsvolumen von 10 m
eingestdlt und zur Vermeidung von Verdunstung wahrend der PCR mit 20 m Minerddl
Uberschichtet. Das in den Anséizen enthatene MgCl, wurde bel Bedarf zwischen 1,5 und

5 mM variiert. Kam esbe der Amplifikation zu starken Nebenprodukten, welche sich

nicht durch ein verandertes Temperaturprofil verringern lief3en, so wurden dem PCR-An-
satz aulerdem 2% (v/v) Formamid oder 1-5% (v/v) DM SO zugegeben.

Temperaturprofil

Im algemeinen wurden die PCR-Ansétze folgendem Temperaturregime ausgesetzt (Ther-
mocycler: Biometra oder Perkin-Elmer): Nach einer Vordenaturierungsphase (95° C fir
5 min) folgten insgesamt 27 Zyklen. Jeder Zyklus bestand aus drel verschiedenen Tempe-
raturschritten: Denaturierung (1 min bzw. 30 s bel 95° C), Primeranlagerung (immer 1 min
ba variabler und primerabhéngiger Temperatur) und Kettenverlangerung (immer 1 minbe
72° C). Abhangig von der Denaturierungsdauer und der Temperatur bel der Primeranlage-
rung unterschieden sich die ersten beiden Zyklen jeweils von dlen weiteren. Im ersten Zy-
kluslag die Temperatur bel der Primeranlagerung um 1° C Uber der fur beide Primer er-
rechneten Schmelztemperatur (sa 2.2.1.7), im zweiten Zyklusum 2° C und in dlen fol-
genden Zyklen um 5° C darunter. Der Denaturierungsschritt dauerte in den ersten beiden
Zyklen 1 min und wurde in dlen weiteren Zyklen auf 30 s reduziert. Dem letzten Zyklus
wurde aulerdem noch eine zusétzliche K ettenverlangerungsphase von 5 min bel 72° C an+
gehangt. Nach Beendigung der PCR wurden die Amplifikate bis zur Auftrennung zunéchst
bei 4° C und anschlieffend bai -20° C gelagert.

Analyse der radioaktiven PCR-Produkte

Vor dem Gdlauf wurden jewells 5 m PCR-Produkt zusammen mit 5 mi Stop-Puffer in die
Vertiefungen ener Terasaki-Platte gegeben. Das Gemisch wurde dann fir 3minbe 92° C
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denaturiert und auf Eis gelagert. 1-3 ml der denaturierten Probe wurden spéter auf das Gel
gegeben (s.u.).

Zur Auftrennung der Amplifikate in einem denaturierenden 4% Polyacrylamid-Ged (8 M
Harngtoff) wurden zwei Glasplatten durch 0,4 mm dicke Abstandhdter getrennt, mit Bull-
dog-Klammern fixiert und ein vorbereiteter Gelmix (Su.) in den entstandenen Hohlraum
gegossen. Zuvor wurden die Glasplatten grindlich mit einem Detergenz (Alconox, Sgma-
Aldrich) gereinigt, mit A. bidest. abgespilt und die Innensaiten mit Aceton und 70% Ethe-
nol abgerieben (eine der beiden Innensaiten zusiizlich auch noch mit Bindeslan, Merck).

Vor dem Giel}en des Gels wurde der bereits angesetzte und bel -20° C gelagerte Gelmix
(70 ml pro Gel aus 4% Polyacrylamid und 8 M Harngtoff) aufgetaut, unter séndigem
Schwanken mit 140 m 10% APS und 140 m TEMED versehen und sofort weiterverwen-
det. Nach der vollstdndigen Polymerisation in waagerechter Pogition (1-2 h) wurde das Gel
senkrecht in die Gelkammer eingebaut, 1x TBE-Puffer in die Pufferkammern gefUllt, die
vorbereiteten Proben aufgetragen (s.0.) und die Elektrophorese gestartet (60 W, 1500 V,
3-4 h). Nach adéquater Auftrennungsdauer wurde der Gellauf abgebrochen und das Gdl,
wie schon fur die ,, Fingerprint”-Gele ausfuhrlich beschrieben (s 2.2.1.4), auf Filterpapier
Ubertragen und fur etwa 1,5 h getrocknet. Die Darstellung der Banden erfolgte dann mittels
Autoradiographie (s. 2.2.1.8).

2.2.2.4.3RoutinemdaBige Anwendung und Auswertung

Dafur die Anwendung etablierter Mikrosatellitensysteme am Ingtitut fr Evol utionsbiolo-
gie und Okologie ein gesigneter Sequenzierautomat (ABI 377, Applied Biosystems) zur
Verfligung stand, konnte bei der routinem&gen Anwendung der Systeme auf ein radioak-
tives Nachweisverfahren verzichtet werden. Stattdessen wurden zur Markierung der Am-
plifikate Primer verwendet, deren 5'-Ende durch Fluoreszenz- Amidite modifiziert waren.
Dabea wurden die wéhrend der Etablierung optimierten PCR-Bedingungen tbernommen
(s. 22.2.4.2). Zur Auftrennung der Amplifikate wurden— andog zur Beschreibung im vor-
angegangenen Kapite — denaturierende 4,5% Polyacrylamid-Gele (6 M Harngtoff) ver-
wendet. Da die geldektrophoretische Auftrennung ebenso wie die softwaregestiitze Aus-
wertung mit GeneScan einen Tell der Andyse mit Hilfe des ABI 377 (Applied Biosystems)
darstellen, wurden zur Herstellung von Lasungen bzw. zur Abfolge einzelner Arbeits-
schritte dle Empfehlungen der mehrbandigen Betriebsanleitung des Herstdlers befolgt.
Auf eine Dargtedlung der einzelnen Arbeitsschritte wird daher an dieser Stelle verzichtet.

Die Berechnung der erwartete Heterozygotierate (Hexp, S. 3.4.1.3), die Auskunft tber die
Variabilitdt und damit die Informativitét eines Mikrosatellitensystems gibt, erfolgte nach
Stearns & Hoekstra (2000). Die betreffende Formel lautet:

n

_ o 2 mit; = Freguenz desi-ten Allels eines Mikrosatellitensystems
He(p =1- a pi B « ¥

i=1 n= Anzahl Allele eines Mikrosatellitensystems
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2.3 Auswertung des Datenmaterials

Alle Daten wurden auf einem PC- Netzwerksystem unter Microsoft Windows 2000 SP1
verarbatet. Sollte dies fir bestimmte Arbetsschritte nicht der Fall gewesen sain, wurde
dies an entsprechender Stelle vermerkt. Die Arbeit wurde mit Word 2000 Vers. 9.0 SR1
der Firma Microsoft geschrieben und formatiert, die Grafiken mittels Excel 2000 Vers. 9.0
SR1 der Firma Microsoft ersellt.

Die Auswertung der Sequenzierungen wurde mit dem Sequence Navigator (Applied Biosy-
stems) durchgefiihrt, die Andyse der Amplifikatlangen erfolgte mittdls GeneScan (eben+
fdls Applied Biosystems). Beide Programme wurden unter Apple Macintosh angewendet.
Diefur die Auswertung eines Tells der Multilocus DNA- Fingerprints notwendigen Bildda-
telen wurden mit Hilfe des Programms Photoshop Vers. 6.0 der Firma Adobe generiert.

Die datigische Auswvertung dler Daten erfolgte mittels SPSS 10.0 der Firma SPSSinc..
Vor der Andyse wurden die einzelnen Datensétze mit Hilfe eines Kolmogorov- Smirnov-
Tests auf Normavertellung gepriift. Wichen se ggnifikant von ener Normaverteilung ab,

0 efolgte die Auswertung mittels vertellungsfreier, nicht parametrischer Verfahren (z.B.
Spearman Rangkorrelation, Mann-Whitney U-Test), andernfalls mittels parametrischer
Verfahren (z. B. Pearson Produkt-Moment-Korrelation, Studentst-Test). Bel dlen Tests it
die Grofe der jewelligen Stichprobe angegeben. Alle angegebenen p-Werte beziehen sich
auf ene zweisatige Fragestelung.
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3 Ergebnisse

3.1 Beprobung der Brutpopulation

3.1.1 Stichprobenumfang

Im Untersuchungsgebiet Bahrdorf (s. 2.1.2) fanden sich in den Jahren 1993 bis 1996 insge-
samt 544 Brutansétze (zur Definition s. 2.1.3.3) von Kohlmeisen. Abhéngig vom Legebe-
ginn lief?en sich dabel Ergtbruten, Nachgelege und Zweitbruten unterscheiden (zur Defini-
tion s. 2.1.3.3). Der Beprobungsschwerpunkt lag in dlen Versuchgahren auf den Erstbru-
ten. Nachgelege und Zweitbruten wurden vergleichsweise seltener beprobt (s. Tab. 1 und
Abb. 1).

Nattrlicherwe se entwickdt sich nicht aus jedem Brutansatz ein Gelege mit flliggen Nest-
lingen. Oft werden Gelege aufgegeben, wie etwa nach Storung durch einen Prédator (z.B.
Marder), oder die bereits geschlUipften Jungtiere sterben (z.B. durch Prédation, Erfrierenin
katen Néchten oder Verhungern wéahrend einer Schlechtwetterperiode) bevor sie flligge
bzw. dt genug fir die Blutprobenentnahme sind (s. 2.1.3.4). Daher stehen nicht dle Brut-
ansiize einer Saison fr eine molekulargenetische Andyse zur Verfligung, selbst wemn —
wie fur die Ergtbruten von 1994 bis 1996 geschehen — die Beprobung der gesamten
Population angestrebt wird.

Trotz dler genannten Griinde und einer nur stichprobenartigen Erfassung der Kohlmeisen
Ergtbruten im Jahr 1993 (s. 3.1.2) konnten fr insgesamt 276 Bruten mit 1997 Nestlingen
Elternschaftsnachwei se durchgefiihrt werden (s. Tab. 1 und Abb. 1). Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit Sind die detaillierten Informationen zu den einzelnen Brutjahren in tabe-
larischer Form zusammengefad (s Tab. 1).

3.1.2 Reprdsentanz der Stichproben

Danicht dle Brutansiize einer Beprobung zuganglich waren (s. 3.1.1), stelt sich zunéchst
die Frage, ob die untersuchten Bruten eine reprasentative Stichprobe der Gesamtpopulation
dargdlen. Daher wird im folgenden geprift, inwieweit sich die beprobten Tell popul ation-
en hingchtlich des Legebeginns von den entsprechenden Gesamt popul ationen unterschie-
den. Aul¥erdem werden die mittleren Gelegegrof3en der beprobten Teil populationen mit
denen der jeweiligen Gesamtpaopulation verdichen. Die Auswertung erfolgt jewells ge-
trennt fir Ergtbruten, Nachgelege und Zweitbruten, da sich die Beprobungsintengitét in
diesen Gruppen unterschied (s. 3.1.1). Die Daten der Legebeginne snd in Abbildung 1 dar-
gestelt, Mittelwerte und Standardabweichungen fir die jewelligen Gelegegrofien finden
gchinTabdle 1.
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Tab. 1: Anzahl der Brutansétze, Anzahl analysierter Bruten (mit Prozentangabein Relation zur
Gesamtzahl der Brutansétze), Anzahl unter suchter Nestlinge und Infor mationen zur mittleren Ge-
legegr 6l3e getrennt nach Erstbruten, Nachgel egen und Zweitbr uten fiir die Kohl mei sen-Population
des Bahrdorfer Untersuchungsgebietes in den Jahren 1993 bis 1996.

Erstbruten 1993 1994 1995 1996 alle Jahre
Zeitraum von: 12.04.93 16.04.94 14.04.95 17.04.96
bis: 03.05.93 03.05.94 30.04.95 05.05.96
Brutansatze: 142 97 59 135 433
GelegegroRe (X+SD): 8,2+1,5 9,0+1,7 9,3+2,4 8,0£2,3

Analysierte Bruten:

37 (26,1%)

76 (78,4%)

42 (71,2%)

82 (60,7%)

237 (54,7%)

GelegegroRe (X+SD): 8,3x1,4 9,1+1,3 9,6+1,8 8,7+1,6
Analysierte Nestlinge: 277 535 376 574 1762
Nachgelege 1993 1994 1995 1996 alle Jahre
Zeitraum von: 05.05.93 06.05.94 02.05.95 08.05.96
bis: 21.05.93 24.05.94 23.05.95 27.05.96
Brutansatze: 15 10 12 19 56
GelegegroRe (X£SD): 5,0+3,3 55+2,9 8,3+2,3 6,5+2,3
Analysierte Bruten: 0 3 (30,0%) 4 (33,3%) 13 (68,4%) 20(35,7%)
GelegegroRe (X+SD): - 6,3+1,2 8,0+3,4 6,9+1,4
Analysierte Nestlinge: - 17 28 84 129
Zweitbruten 1993 1994 1995 1996 alle Jahre
Zeitraum von: 24.05.93 25.05.94 28.05.95 28.05.96
bis: 14.06.93 08.06.94 19.06.95 28.06.96
Brutansétze: 8 7 10 30 55
GelegegroRe (X+SD): 4,5+1,3 6,1+1,5 6,7+1,1 5,9+1,6
Analysierte Bruten: 0 4 (57,1%) 7 (70,0%) 8 (26,7%) 19 (34,6%)
GelegegroRe (X+SD): - 6,5+0,6 7,0£1,0 5,9+0,9
Analysierte Nestlinge: - 22 39 45 106
gesamt 1993 1994 1995 1996 alle Jahre
Zeitraum von: 12.04.93 16.04.94 14.04.95 17.04.96
bis: 14.06.93 08.06.94 19.06.95 28.06.96
Brutansatze: 165 114 81 184 544

Analysierte Bruten:

Analysierte Nestlinge:

37 (22,4%)
277

83 (72,8%)
574

53 (65,4%)
443

103 (56,0%)
703

276 (50,7%)
1997
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Legebeginn

Abb. 1: Legebeginnaller Kohlmeisen-Brutansatzeim Bahrdorfer Unter suchungsgebiet (schwar ze
Balken) und Legebeginn der davon analysierten Bruten (weil3e Balken) in den Jahren 1993 bis
1996. Innerhalb jeder Brutsaison sind Erstbruten (EBs), Nachgel ege (NGs) und Zweitbr uten (ZBs)
unterschieden (zur Definition s. 2.1.3.3).

* In der Brutsaison 1996 wurden insgesamt 184 Brutansitzeregistriert. Fir eine der Zweitbruten
konnte aufgrund fehlender Aufzeichnungen allerdingsder Legebeginn nicht ermittelt werden. Da-
her gehen in die Abbildung fir das Jahr 1996 nur 183 Brutansatze ein.
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Brutsaison 1993

In der Brutsaison 1993 wurde zugunsten zusétzlicher Untersuchungen an Tannenmeisen
(Parus ater), Blaumeisen (P. caeruleus), Kleibern (Stta europaea) und Trauerschngppern
(Ficedula hypoleuca) im selben Untersuchungsgebiet (z.B. Briin 1999, Lubjuhn et al.

1999 b) nur en Teil der KohlmeisenErstbruten beprobt. Auf die Beprobung von Nachge-
legen und Zweitbruten mufde aus diesem Grund vollstandig verzichtet werden.

Die Koordination der Arbeiten an verschiedenen Vogdarten fihrte dazu, dal3 die Bepro-
bung der Kohlmeisen- Ergtbruten nicht gleichmadig Uber die gesamte Brutsaison verteilt
erfolgen konnte. Dies schlégt sich in einem signifikanten Unterschied hingichtlich der Le-
gebeginnvertallung von beprobter Tallpopulation und Gesamtpopulation nieder (KS-Test:

p = 0,019). Bei den beprobten Kohimeisenbruten handelte es sich vor alem um Gelege aus
dem erden Tell der Brutsaison (s. Abb. 1). Hingchtlich der mittleren Gelegegrolée lie3 sich
jedoch kein Unterschied zwischen der beprobten Teilpopulation und der Gesamtpopulation
feststellen (U-Test: p = 0,84; vgl. Tab. 1).

Brutsaison 1994

In der Brutsaison 1994 wurden alle erfal¥aren Brutansitze beprobt und molekulargene-
tisch andysert. Dementsprechend unterscheidet sich die Legebeginnvertellung der analy-
derten Tellpopulationen weder bel Erstbruten (KS-Test: p = 1,0) noch bel Nachgelegen
(KS-Test: p = 0,70) bzw. Zweitbruten (KS-Test: p = 0,96) von der Legebeginnvertellung
der betreffenden Gesamtpopulation (vgl. Abb. 1). Fir die mittleren Gelegegrofen lie3 sch
ebenfalskein Unterschied zwischen beprobter Teilpopulation und Gesamtpopul ation fest-
gdlen (U-Tests Ergtbruten p = 0,94; Nachgelege p = 0,94; Zweitbruten p = 1,0; vgl.
Tab. 1).

Brutsaison 1995

Auch im Jahr 1995 gab es keinen Unterschied zwischen den andys erten Teilpopulationen
und der betreffenden Gesamtpopulation. Dies gilt sowohl fir die Legebeginnvertelung
(KS-Teds Ergtbruten p = 0,84; Nachgelege p = 0,89; Zweitbruten p = 1,0; vgl. Abb. 1) ds
auch fur die mittleren Gelegegrolien (U-Tests: Erstbruten p = 0,65; Nachgelege p = 0,95;
Zweltbrutenp = 0,60; vgl. Tab. 1).

Brutsaison 1996

Fur das Untersuchunggahr 1996 weicht die Legebeginnvertellung der molekulargenetisch
andyserten Stichprobe bei den Erstbruten statistisch schwach sgnifikant von der Grund-
gesamtheit ab (KS-Test: p = 0,047), obwohl, wie schon in den belden vorangegangenen
Brutsaisons, eine llickenlose Beprobung aler Erstbruten angestrebt wurde. Die Abwei-
chung wird durch eine prozentud geringere Anayse von Bruten aus dem zeitlich fortge-
schrittenen Tell der Brutsaison verursacht (vgl. Abb. 1). Der Grund hierfir lag in einer
etwa ab dem 24.04.96 sgnifikant htheren Rate an Bruten mit zerwiihlten Gelegen bzw.
toten Jungtieren, die vorzeitig vom Brutpaar aufgegeben wurden und somit einer moleku-



Ergebnisse * 41

largenetischen Anayse nicht zugénglich waren (vor dem 24.04.96 wurden 9 von 63, da-
nach 44 von 72 Bruten afgegeben; - Test: p < 0,001).

Fur die Nachgdege und Zweltbruten unterschieden sich die Legebeginnverteilungen zwi-
schen den beprobten Teilpopulationen und den entsprechenden Gesamtpopul ationen nicht
voneinander (KS-Tests: Nachgelege p = 0,98; Zweitbruten p = 0,29; vgl. Abb. 1). Bezilig-
lich der mittleren Gelegegrolie lief3en sich weder fr die Ergtbruten (U-Test: p = 0,061)
noch fur die Nachgelege (U-Test: p = 0,76) oder Zweitbruten (U-Test: p = 0,70) Unter-
schiede zwischen der beprobten Teilpopulation und der betreffenden Gesamtpopulation
fessdlen (vgl. Tab. 1).

Fazit

Bel dlen wateren Betrachtungen ist zu berticksichtigen, dal? die beprobten Teilpopul ation-
en der Kohlmeisen-Ergtbruten in den Jahren 1993 und 1996 beziiglich der Legebeginn-
vertellung nicht der Grundgesamtheit entsprechen (s. aber 3.2.3). Aus den oben angeftihr-
ten Grinden lag der Beprobungsschwerpunkt in diesen Jahren rdlativ frih in der Brutsai-
son. Ansongten sind die analysierten Stichproben reprasentativ fir die Gesamtpopul ationen
der jewelligen Jahre. Dies gilt auch fr die mittlere Gelegegrolie aler beprobten Teilpopu-
lationen.

3.2 Elternschaftshachweise

Mit Hilfe der angewandten molekulargenetischen Methoden lassen sich zweifelSfreie B-
ternschaftsnachweise durchfiihren. Bel VVogeln wird prinzipiel zwischen folgenden Félen
unterschieden:

()  Reguldre Nachkommen (beide sozide Eltern = genetische Eltern)

(i)  Jungtiere, die das Resultat von Kopulationen auf3erhalb des Paarbundes seitens der
Weibchen sind (= extra-pair young, EPY; sozide Mutter = genetische Mutter; sozia-
ler Vater 1 genetischer Vater)

(ii1)  Jungtiere, die ausinnerartlichem Brutparasitismus resultieren (ein Weibchen legt en
oder mehrere Eier in @n fremdes Nest; beide sozide Eltern®  genetische Eltern)

(iv) Jdungtiere, die das Produkt von Quas-Brutparasitismus snd (Spezidfdl von innerart-
lichem Brutparasitismaus, bel dem das fremde Weibchen vor der Eiablage mit dem
soziden Vater der Ubrigen Nestlinge kopuliert hat [vgl. Birkhead et al. 1990]; sozide
Mutter 1 genetische Multter; sozider Vater = genetischer Vater).

Um zwischen diesen vier Méglichkeiten unterscheiden zu kénnen, wurden die Bandenmu-
ger der Multilocus DNA-Fingerprints (s. 2.2.1) wie folgt andysert: Zunéchst wurde die
Anzahl von Fragmenten im Bandenmuster jedes Nestlings ermittdlt, die bei keinem der
beiden soziden Eltern vorhanden waren (im folgenden as,,neue Fragmente* bezeichnet).
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Ein enzenes neues Fragment im gesamten Bandenmuster eines Nestlings 18% sich dabe
auf Mutationsereignisse zurtickfuhren, da friihere Untersuchungen unter Verwendung der
Kombination Hae 111/(CA)s (sa 2.2.1) berets eine zweife sfreie Absammung aler Kohl-
meisen-Nestlinge mit maxima einem neuen Fragment von beiden Putativeltern nachwel-
sen konnten (z.B. Lubjuhn 1994, 1995). Solche Jungtiere wurden daher auch in der vorlie-
genden Studie ds regulére Nachkommen eingestuft. Bel mehr d's einem neuen Fragment
(in der vorliegenden Arbeit waren esimmer mindestens drel neue Fragmente) muf3 hinge-
gen von einem Ausschlufld mindestens eines der beiden soziden Eltern d's genetischer Elter
des betreffenden Nestlings ausgegangen werden (s. Lubjuhn 1994, 1995). Fir diese Jung-
tiere wurde mit Hilfe des band-sharing K oeffizienten (zur Berechnung s. Wetton et al.
1987) der Grad an Ubereingimmung mit den Bandenmustern des jeweiligen Putativelters
gepriift. Prinzipidl fihrt dabel en niedriger band-sharing Koeffizient zum Ausschiul3 des
betreffenden Putativelters as genetischer Elter. So fuhrt z.B. en niedriges band-sharing
mit dem Mannchen be gleichzetig hohem band-sharing mit dem betreffenden Weibchen
zu dem Schiul3, dal3 es Sich bel dem betreffenden Nestling um ein EPY handdlt. Dadiese
Vorgehensweise bereits vidfach tberprift wurde und s chere Schiuf¥olgerungen erlaubt

(S. Lubjuhn 1994, 1995, Lubjuhn et al. 1996, 1999 a, 2001, Strohbach et al. 1998), wirdim
folgenden auf die Darstdlung einzelner band-sharing Werte verzichtet. Statt dessen wer-
den nur die Endresultate dler durchgefiihrten Elternschaftsnachwel se wiedergegeben (vdl.
Tab. 1und 2).

3.2.1 Auftreten von Brutparasitismus

Innerartlicher Brutparasitisnus wird be nestfllichtenden V ogelarten haufig beobachtet
(Yom-Tov 1980, MacWhirter 1989, Rohwer & Freeman 1989), spielt innerhab der Nest-
hocker jedoch eher eine untergeordnete Rolle (MacWhirter 1989) und konnte bel Kohlmei-
sen bisher nicht nachgewiesen werden (Gullberg et al. 1992, Glutz von Blotzhem & Bauer
1993, Goder 1993, Lubjuhn et al. 1993, 1999 a, Kempenaers et al. 1995, Verboven & Ma
teman 1997, Krokene et al. 1998, Strohbach et al. 1998). In den 276 molekulargenetisch
andyserten Bruten der vorliegenden Studie lief3en sich dlerdings insgesamt sieben Jung-
tiere aus vier verschiedenen Bruten (2 Bruten im Jahr 1994, 2 Bruten im Jahr 1996) identi-
fizieren, die weder vom soziden Vater noch von der soziden Mutter des Geleges ab-
gammten. Féle von Quas-Brutparasitismus (zur Definition s. 3.2) konnten hingegen nicht
nachgewiesen werden.

Angesichts der Tatsache, dal? innerartlicher Brutparasitismus bei Kohlmeisen bisher nicht
zwefdsra festigeste It werden konnte (Gullberg et al. 1992, Glutz von Blotzheim & Baur

er 1993, Goder 1993, Lubjuhn et al. 1993, 1999 a, Kempenaers et al. 1995, Verboven &
Mateman 1997, Krokene et al. 1998, Strohbach et al. 1998), mul3 Gber dternative Erkl&-

In dieser Studie stammte einer von insgesamt 516 Nestlingen weder von dem sozialen Vater noch von der
sozialen Mutter ab. Aufgrund fehlender Daten kdnnen die Autoren jedoch ein Uberbautes Gelege als Ur-
sache fUr diese Beobachtung nicht ausschlief3en.
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rungsanséize fir das Auftreten der Seben Nestlinge, die von keinem der beiden sozialen
Eltern dbstammiten, nachgedacht werden. Es konnte sich z.B. um Jungtiere aus Uberbauten
Gelegen handeln, die zuvor von einem anderen Kohlmeisen-Brutpaar aufgegeben worden
waren (vgl. Verboven & Mateman 1997). Vidleicht wurden die betreffenden Gelege sogar
von Spaziergdngern manipuliert (die vier Nigtk&sten hingen an Rand des Versuchsgebietes
an offentlichen Wegen und im Jahr 1994 betrug die Distanz zwischen den beiden betref-
fenden Nisthohlen nur 29 m). Da nicht geklart werden kann, welche der Moglichkeiten
letztendlich ds Erkl&rung fur das Ergebnis der Elternschaftsnachweise bel diesen Seben
Nestlingen zutrifft, werden die betreffenden Bruten von alen folgenden Analysen ausge-
schlossen. Somit reduziert Sch die Anzahl der andyserten Erstbruten im Jahr 1994 von 76
aus 74 Bruten und im Jahr 1996 von 82 auf 80 Bruten (vgl. Tab. 1 und 2). Entsprechend
verringert Sch auch die Zahl der in die weiteren Andysen eingehenden Jungtiere aus Erd-
bruten fur 1994 von 535 auf 513 Nestlinge und fir 1996 von 574 auf 556 Nestlinge (vgl.
Tab. 1 und 2). Insgesamt basieren dle folgenden Andysen damit auf 272 Bruten mit insge-
samt 1957 Nestlingen (vgl. Tab. 1 und 2).

3.2.2 Auftreten von Kopulationen auBerhalb des Paarbundes

Die folgende Darstellung der Ergebnisse zum Auftreten von Kopulationen aul3erhab des
Paarbundes bezieht zunéchst dle verbleibenden 272 Bruten mit ein. Anschlief3end werden
Erstbruten, Nachgelege und Zweitbruten getrennt betrachtet. Fir die Erstbruten erfolgt da-
bel zusitzlich ein Vergleich der verschiedenen Untersuchunggahre miteinander. Ferner
wird die Haufigkelt des Auftretens von EPY in Ergt- und Zweitbruten miteinander vergli-
chen. Der Ubersichtlichkeit halber sind die Werte firr die einzelnen Jahre wieder in tabel-
larischer Form zusammengefad bzw. in Form einer Abbildung dargestdllt (s Tab. 2 und
Abb. 2).

Alle Bruten

Insgesamt enthielten 34,9% (95 von 272 Bruten; s. Tab. 2) der Kohlmei senbruten aus den
Jahren 1993 bis 1996 mindestens ein Jungtier, das auf Kopulationen aul¥erhalb des Paar-
bundes saitens des betreffenden Weibchens zurtickging (im folgenden werden solche Bru-
ten auch a's EPY-Bruten bezeichnet). In bezug auf die Gesamtzahl der untersuchten Nest-
linge waren 9,6% EPY (188 von 1957 Nestlingen; s. Tab. 2) und innerhab der EPY-Bru-
ten lag der Anteil von Nestlingen, die das Resultat von Kopulationen auf3erhab des Paar-
bundes waren, bel 26,7% (188 von 705 Nestlingen; s. Tab. 2).

Erstbruten

Be den Erdbruten variierte der Antell an Bruten mit mindestens einem EPY in den ver-
schiedenen Jahren zwischen 29,7% (11 von 37, 1993) und 38,8% (31 von 80, 1996) und
lag insgesamt bei 34,3% (s. Tab. 2 und Abb. 3). Die einzelnen Jahre unterschieden sich
diesbezliglich nicht signifikant voneinander (?-Mehrfeldertest: p = 0,70; vgl. Tab. 2).
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Tab. 2: Anteil der Bruten mit mindestenseinemEPY an der Gesamtzahl analysierter Bruten, Antal
der EPY an der Gesamtzahl analysierter Nestlinge und EPY-Anteil an Nestlingen aus EPY-Bruten
getrennt nach Erstbruten, Nachgelegen und Zweitbruten fiir die Kohlmei sen-PopulationdesBahr-
dorfer Untersuchungsgebietes in den Jahren 1993 bis 1996.

Erstbruten 1993 1994 1995 1996 alle Jahre
Analysierte Bruten: 37 74 42 80 233
davon mit EPY: 11 (29,7%) 23 (31,1%) 15 (35,7%) 31 (38,8%) 80 (34,3%)
Analysierte Nestlinge: 277 513 376 556 1722
davon EPY: 15 (5,4%) 41 (8,0%) 37 (9,8%) 61 (11,0%) 154 (8,9%)
Nestlinge in EPY-Bruten: 79 171 146 221 617
davon EPY: 15 (19,0%) 41 (24,0%) 37 (24,3%) 61 (27,6%) 154 (25,0%)
Nachgelege 1993 1994 1995 1996 alle Jahre
Analysierte Bruten: 0 3 4 13 20
davon mit EPY: - 2 (66,7%) 0 (0%) 2(15.4%) 4(20,0%)
Analysierte Nestlinge: 0 17 28 84 129
davon EPY: - 5(29,4%) 0 (0%) 3 (3,6%) 8 (6,2%)
Nestlinge in EPY-Bruten: - 11 0 11 22
davon EPY: - 5 (45,5%) - 3(27,3%) 8(36,4%)
Zweitbruten 1993 1994 1995 1996 alle Jahre
Analysierte Bruten: 0 4 7 8 19
davon mit EPY: - 3 (75,0%) 3(42,9%) 5 (62,5%) 11 (57,9%)
Analysierte Nestlinge: 0 22 39 45 106
davon EPY: - 7(31.8%) 9(23.1%) 10 (22.2%) 26 (24,5%)
Nestlinge in EPY-Bruten: - 16 20 30 66
davon EPY: - 7 (43,8%) 9 (45,0%) 10 (33,3%) 26 (39,4%)
gesamt 1993 1994 1995 1996 alle Jahre
Analysierte Bruten: 37 81 53 101 272
davon mit EPY: 11 (29,7%) 28 (34,6%) 18 (34,0%) 38 (37,6%) 95 (34,9%)
Analysierte Nestlinge: 277 552 443 685 1957
davon EPY: 15 (5,4%) 53 (9,6%) 46 (10,4%) 74 (10,8%) 188 (9,6%)
Nestlinge in EPY-Bruten: 79 198 166 262 705
davon EPY: 15(19,0%) 53 (26,8%) 46 (27,7%) 74 (28,2%) 188 (26,7%)
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Abb. 2: Verteilung der Bruten in bezug auf den Anteil der inihnen enthaltenen EPY (zusammenge-
fafdt in Klassen zu 10%) getrennt nach Erstbruten, Nachgelegen und Zweitbruten.
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Betrachtet man dlerdings den Antell der EPY an der Gesamtzahl der untersuchten Nestlin
ge (fur dle Jahre zusammen: 154 von 1722 = 8,9%; s. Tab. 2), so &% sich zwischen den
Jehren ein statistisch signifikanter Unterschied feststellen (7>-Mehrfeldertest: p = 0,046;
vgl. Tab. 2). Die Werte fur die einzelnen Jahre variierten zwischen 5,4% (15 von 277,
1993) und 11,0% (61 von 556, 1996; s. Tab. 2 und Abb. 3). Im paarweisen Vergleichlag
der Wert fir die Brutsaison 1993 gatistisch signifikant niedriger d's die entorechenden
Werte der Jahre 1995 (- Test: p = 0,039; vgl. Tab. 2 und Abb. 3) und 1996 (?- Test:

p = 0,009; vgl. Tab. 2 und Abb. 3), wéhrend sich fir die anderen Kombinationen der ein-
zelnen Jahre keine Unterschiede feststellen liefen (7-Tests: p jeweils= 0,098; vgl. Tab. 2
und Abb. 3).

Fur den Antell der EPY innerhab von EPY-Bruten ergab sich fur Erstbruten, bei enem
Minimawert von 19,0% (15 von 79, 1993) und eénem Maximawert von 27,6% (61 von
221, 1996), insgesamt ein Wert von 25,0% (154 von 617 Nestlingen; s. Tab. 2 und Abb. 3).
Ein Vergleich der verschiedenen Jahre erbrachte keinen signifikanten Unterschied (7-
Mehrfeldertest: p = 0,49; vgl. Tab. 2). In diesem Zusammenhang wurde auch geprift, ob

die Verteilung der Bruten bezogen auf ihren EPY-Antel (in 10%-Klassen, s. Abb. 2) ver-
schieden war. Bel den entsprechenden paarweisen Vergleichen der einzelnen Jahre konnte
aber ebenfdls kein Unterschied festgestd It werden (KS-Tedts: p jewels= 0,66; vgl.

Abb. 2).

Die Ergebnisse zum Vergleich der EPY-Raten bei Erstbruten werfen die Frage nach der
oder den Ursachen fiir die signifikanten Unterschiede zwischen den prozentualen EPY-An-
tellen an der Gesamtzahl der untersuchten Nestlinge in den verschiedenen Jahren auf. Prin-
zipid!l waren zwe Einflul3grofen denkbar, die beide eine hthere EPY - Rate auf Popula-
tionsebene zur Folge hétten. Einersaits wiirde alein ein steigender Anteil an Weibchen, die
Kopulationen aul¥erhab des Paarbundes eingehen, eine solche Zunahme bewirken. Ande-
rerseits wirde, be diesheziiglich unveréndertem Weibchenantell, auch eine Erhéhung des
EPY-Anteils in den betreffenden EPY-Bruten zu einer Zunahme auf Ebene der Gesamtpo-
pulation fUhren. Ergeres sollte Sch dann in eénem htheren Antell an EPY-Bruten nieder-
schlagen, letzteres in einem hoheren EPY-Antell innerhab solcher Bruten. In bezug auf
beide Parameter waren jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Jahren fest-
zugtdlen (s0.). Der dgnifikante Unterschied auf Ebene der Gesamtpopulation kommt, wie
Abbildung 3 verdeutlicht, vielmehr durch den Synergismus beider Effekte zustande. So-
wohl der Anteil der Bruten mit EPY ds auch der EPY-Anteal innerhab dieser EPY-Bruten
korrdiert agnifikant podtiv mit dem Antell der EPY an der Gesamtpopulation (Spearmarnt
Rangkorrelationen: rs jewels = 1,0; p jewels = 0,01; s. Abb. 3 und Tab. 2). Es scheint d-
S0, dal3 be nicht sgnifikanten Ergebnissen fiir die Einzelvariablen der Synergismus belder
Parameter zu einem sgnifikanten Unterschied auf Ebene der Gesamtpopul ation fuhrt (auf
enen moglichen Zusammenhang zwischen dem Verlauf der Brutsaison und den EPY-
Raten, der Einflud auf die Unterschiede zwischen den einzelnen Jahren genommen haben
konnte, wird welter unten eingegangen s. 3.2.3).
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Abb. 3: Zusammenhang zwischen dem Anteil der EPY an der Gesamtzahl untersuchter Nestlinge
aus Erstbruten in den Jahren 1993 bis 1996 (0 ) und dem Anteil an Bruten mit mindestens einem
EPY (@) bzw. dem EPY-Anteil innerhalb von EPY-Bruten (a). Die angegebenen Sgnifikanzenbe
ziehen sich auf die paarweisen Vergleiche der einzelnen Jahre beziiglich des Anteilsder EPY an
der Gesamtzahl untersuchter Nestlinggy( , s.a. Text).

Nachgelege

Innerhab der Nachgelege waren die EPY-Raten der einzelnen Jahre sehr uneinheitlich.
Dies betraf sowohl den Antell an Bruten mit mindestens einem EPY (0-66,7%; O von 4,
1995 bzw. 2 von 3, 1994; s. Tab. 2) asauch den Anteil der EPY an dlen untersuchten
Jungtieren (0-29,4%; 0 von 28, 1995 bzw. 5von 17, 1994; s. Tab. 2). Der Anteil der EPY
in EPY-Bruten variierte be insggesamt 36,4% (8 von 22 Nestlingen) in den einzelnen Jah
ren zwischen 27,3% (3 von 11, 1996) und 45,5% (5 von 11, 1994; vgl. Tab. 2).

Die beobachtete hohe Varigbilitét ist sehr wahrschenlich auf die, mit Ausnahme des Jahres
1996, auRerst kleine Stichprobe zurlickzufUhren. Aus diesem Grund wird hier auf welter-
flhrende gtatigtische Vergleiche zwischen den Jahren, wie sefur die Ergtbruten durchge-
fuhrt wurden, verzichtet. Ein Vergleich der EPY-Raten bel Erstbruten und Nachgelegen
erscheint aus demsdlben Grund wenig sinnvoll (sa. Kap. 4).

Zweitbruten

In den untersuchten Zweitbruten der Jahre 1994 bis 1996 war die EPY-Rateim Verglech
zu den Ergtbruten durchweg sehr hoch. Der Anteil an Bruten, die mindestens ein EPY ent-
hiten, schwankte zwischen 42,9% (3 von 7, 1995) und 75,0% (3 von 4, 1994) und betrug
insgesamt Uber dle Jahre 57,9% (s. Tab. 2). Auch der EPY-Antell an der Gesamtzahl der
untersuchten Nestlinge lag mit Werten zwischen 22,2% (10 von 45, 1996) und 31,8% (7
von 22, 1994) und einem Gesamtwert von 24,5% vergleichsweise hoch (s. Tab. 2). Dies
gilt mit insgesamt 39,4% (26 von 66 Nestlingen) ebenfdls fir den Anteil der EPY inner-
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halb von EPY-Bruten, der in den eéinzelnen Jahren zwischen 33,3% (10 von 30, 1996) und
45,0% (9 von 20, 1995) schwankte (s. Tab. 2).

FUr die Durchftihrbarkeit von Vergleichen der EPY-Raten zwischen den Jahren gilt fir die
Zweitbruten 8hnliches wie bereits fir die Nachgelege, da auch hier die Stichproben tell-
weise sehr klein sind (s. Tab. 2). Generdl| spricht dieses Stichprobendefizit auch gegen
enen Vergleich der EPY-Raten bel Erst- und Zweitbruten. Jedoch erdffnen sich durch e-
nen direkten Vergleich von Erst- und Zweitbrut ein und desselben Weibchens bzw. identi-
scher Brutpaare in diesem Fal andere Moglichkeiten. Bei Nachgelegen it ein solcher Ver-
gleich nicht mdglich, da diese Brutansétze bereits friihzeitig aufgegeben wurden und des-
halb einer Beprobung nicht zuganglich waren (s.a. 2.1.3.3 und Kap. 4). Fur einen direkten
Vergleich zum Auftreten von EPY in Erst- und Zweltbruten spricht aul3erdem, dal3diein
der vorliegenden Arbet andyserten Bruten Tell einer umfangreicheren Studie sind, in der
sch ggnifikante Unterschiede hingchtlich der EPY-Raten in Erst- und Zweitbruten fest-
gdlen liel¥en (Lubjuhn et al. 2001).

Bel 16 der 19 in der vorliegenden Arbeit andyserten Zweltbruten waren die Paarpartner
be Erst- und Zweitbrut identisch. Die folgenden Andysen beschrénken sich auf diese 16
Brutpaare, da ein Partnerwechse moglicherweise das Auftreten von EPY aus anderen
Grunden beainfluld haben konnte (s. hierzu 3.6). Vergleicht man Erst- und Zweitbruten in
bezug auf das Vorhandensain baw. Nicht-Vorhandensain von EPY, so finden schin den
betreffenden Zweitbruten mit 56,3% (9 von 16 Bruten, vgl. Abb. 4) zwar haufiger EPY as
in den Ergtbruten mit 31,3% (5 von 16 Bruten, vgl. Abb. 4), doch ist dieser Unterschied im
Paarvergleich nicht agnifikent (Vorzeichen Test: p = 0,22; vgl. Abb. 4).

Bruten
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o : | g mit EPY
a
S
2
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m
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c
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Abb. 4: Vergleich des Auftretensvon EPY in Erst- und Zweitbruten identischer Brutpaare. Die
hellgrauen Balken (@ ) reprasentieren Brutpaare bei denen entweder keine (n = 6) oder beideBru-
ten (n = 4) EPY enthielten, die dunkel grauen Balken (@ ) reprasentieren Falle in denen entweder
nur die Erst- (n = 1) oder nur die Zweitbrut (n = 5) EPY enthielt.
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Der prozentude Antell der EPY lag beim entsprechenden Paarvergleich innerhalb von
Zweitbruten jedoch sgnifikant hoher as innerhalb der betreffenden Erstbruten (Wilcoxon:
Test: p=0,011; s. Abb. 5). Prinzipiell 1&% sch dso auch fr die in der vorliegenden Arbeit
andyserte Stichprobe zeigen, dal3 Zweitbruten nachweidich mehr EPY enthalten as Erg-
bruten (vgl. Lubjuhn et al. 2001; zu moglichen Ursachen s. 3.2.3 und Kap. 4).
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——— p=0011 —
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Abb. 5: EPY-Anteil innerhalb von Erst- und Zweitbruten ( X + ). Dasangegebene Sgnifikanzni-
veau bezieht sich auf den Paarvergleich des prozentualen EPY-Anteilsinnerhalb der Erst- und
Zweitbruten identischer Brutpaare (s.a. Text).

Fazit

Die vorliegende Arbet zeigt, wie schon eine Reihe friherer Untersuchungen, dal3 Jungtie-
re, die das Resultat von Kopulationen auf¥erhalb des Paarbundes sind, bei Kohlmeisen kei-
ne Ausnahmeerscheinung darsdlen (vgl. Gullberg et al. 1992, Lubjuhn et al. 1993,

1999 a, Verboven & Mateman 1997, Krokene et al. 1998, Strohbach et al. 1998). Die Fre-
guenz mit der EPY zu finden sind, kann zwischen den Jahren dlerdings deutlich variieren.
Die Variahilitdt scheint dabel sowohl vom Anteil der Weibchen, die Kopulationen aul3er-
halb des Paarbundes eingehen, ds auch vom Antell der EPY in EPY-Bruten abzuhangen.
Signifikante Unterschiede beziiglich der rdativen Haufigkeit von EPY finden sich auch
zwischen Erg- und Zweitbruten. Letzteresist der Grund dafUir, dal3 sich die Anadysen der
folgenden Kapitel — mit einer einzigen Ausnahme (s. 3.5.1) — auschlieldich auf Erstbruten
beziehen. Die Stichproben fir Nachgelege und Zweitbruten sind in den meisten Féllen zu
klein, um Se gesondert zu betrachten. Ein Zusammenfassen der verschiedenen Datenscize
igt ebenfdls nicht mdglich, da zumindest zwischen Erst- und Zweitbruten deutliche Unter-
schiede hingchtlich des Auftretens von EPY bestehen.
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3.2.3 Auftreten von EPY im Verlauf der Brutsaison

Im folgenden wird andlysiert, ob in den einzelnen Jahren ein Zusammenhang zwischen
dem Legebeginn und dem Auftreten von EPY bel Ergtbruten besteht. Mehrere Griinde las-
sen diese Andyse notwendig erscheinen:

()  Alsmagliche Ursache fir die erhdhte EPY-Rate in Zweltbruten wird in der Literatur
eine hohere Verfligbarkeit potentieller Kopulationspartner fir Weibchen zu dieser
Zat diskutiert (Lubjuhn et al. 2001, s.a. Kap. 4). Die Verfugbarkeit potentieller Ko-
pulationspartner konnte sich aber auch schon im Verlauf der Erstbrut verandern. So
konnten Strohbach et al. (1998) — bel Ergtbruten einer anderen Kohlmeisenpopula-
tion—in einem von zwe Untersuchunggahren eine Abnahme der EPY-Rateim Ver-
lauf der Brutsaison feststelen.

(i) Einweterer Grund einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
EPY und dem Verlauf der Brutsaison zu Uberpriifen, ergibt sich aus den Beprobungs-
schwerpunkten der Jahre 1993 und 1996 auf frilhen Bruten (s. 3.1.2). Lief3e sich ge-
nerdll kein Zusammenhang zwischen dem Legebeginn und dem Auftreten von EPY
feststellen, so wiirde dies den unter 3.1.2 geulRerten Vorbehdt zur Représentanz der
Ergtbrut- Stichproben von 1993 und 1996 relativieren. Damit bestiinde némlich kein
Grund mehr, die betreffenden Stichproben hinschtlich des Auftretens von EPY ds
nicht reprasentativ einzustufen. Zudem wére gezeigt, dal’ die sgnifikant niedrigere
EPY-Rate auf Ebene der Gesamtpopulation im Jahr 1993 (s. 3.2.2) nicht mit dem
von der Grundgesamtheit abwel chenden Beprobungsschwerpunkt in diesem Jahr au-
sammenhangt. Zwar spricht gegen einen solchen Zusammenhang schon die Tatsache,
dal? auch 1996 (dem Jahr mit der htchsten EPY-Rate) die Stichprobe zu friihen Bru-
ten hin verschoben war (s. 3.1.2). Kann man aber einen Einflul’ des L egebeginns auf
das Auftreten von EPY generd| unwahrscheinlich machen, so wére dies ein weiteres
Argument gegen derartige Vorbehdte.

Um einen potentiellen Einfluf? des Legebeginns auf das Auftreten von EPY zu untersu-
chen, wurden zunéchgt die Legebeginne von Kohlmeisen-Erstbruten, die EPY enthidlten,
mit denen von Bruten ohne EPY verglichen. In keinem der Jare liel3 sich diesbeziiglich
ein Unterschied feststellen (U- Tests: p jewells = 0,60; fir die einzelnen Jahre s. Tab. 3).
Auch ba einer anschliel3end durchgefiihrten Aufteilung der Bruten des jeweiligen Jahresin
friihe Bruten (ale Bruten vor dem errechneten Median) und spéte Bruten (alle Bruten nach
dem errechneten Median) konnte kein Unterschied im Antell der Bruten mit EPY fesige-
st werden (?-Tests p jeweils = 0,51; firr die einzelnen Jahre s. Tab. 4).

Am aussagekréftigsten sind be beiden Vergleichen scherlich die Analysen der Jahre 1994
und 1995, da die untersuchten Tellpopulationen in diesen Jahren hingchtlich des Legebe-
ginns eine reprasentative Stichprobe der Gesamtpopulation darstdlten (s. 3.1.2). Es gibt
jedoch keinen zwingenden Grund anzunehmen, dal3 hindchtlich des gepriften Zusammen-
hangs Unterschiede zwischen den Jahren bestehen. Deshab wird im folgenden davon aus-
gegangen, dal3 auch die Stichproben der Kohlmei sen-Erstbruten aus den Jahren 1993 und
1996 in bezug auf das Auftreten von EPY représentativ sind.
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Tab. 3: Vergleich der Legebeginne von Bruten ohne und mit EPY fur die Kohlmei sen-Erstruten
des Bahrdorfer Untersuchungsgebietes in den Jahren 1993 bis 1996.

Legebeginn 1993 1994 1995 1996
Alle Bruten
Anzahl: 37 74 42 80
Median: 18.04.93 21.04.94 22.04.95 23.04.96
1. Quartil: 15.04.93 20.04.94 21.04.95 20.04.96
3. Quartil: 21.04.93 23.04.94 25.04.95 26.04.96
Bruten ohne EPY
Anzahl: 26 51 27 49
Median: 18.04.93 21.04.94 23.04.95 23.04.96
1. Quartil: 16.04.93 20.04.94 21.04.95 20.04.96
3. Quartil: 21.04.93 23.04.94 27.04.95 26.04.96
Bruten mit EPY
Anzahl: 11 23 15 31
Median: 17.04.93 21.04.94 21.04.95 23.04.96
1. Quartil: 13.04.93 20.04.94 21.04.95 21.04.96
3. Quartil: 23.04.93 23.04.94 25.04.95 25.04.96
U-Test
p -Wert: 0,65 0,81 0,60 0,78

Tab. 4: Vergleich von frihen und spaten Bruten hinsichtlich des Vorhandenseinsvon EPY. Die
Aufteilung in frihe und spéate Bruten erfol gte anhand desfur alle analysierten Erstbruten desje-
weiligen Jahres ermittelten Legebeginn-Medians (s. Tab. 3). Brutpaare, dieimjeweiligen Jahr an
genau diesem Tag mit der Eiablage begannen, wurden bei der Analyse nicht berticksichtigt.

Legebeginn 1993 1994 1995 1996
Frihe Bruten (< Median)
mit EPY: 6 9 8 14
ohne EPY: 12 22 12 23
Spéate Bruten (> Median)
mit EPY: 5 11 6 13
ohne EPY: 13 21 14 20

22 Test
p -Wert: 0,72 0,65 0,51 0,89
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3.3 EinfluB proximater Faktoren auf die EPY-Rate der Gesami-
population

Dieim vorangegangenen Kapitel durchgefuihrten Analysen lassen es uwahrscheinlich er-
scheinen, dal? die Unterschiede zwischen den EPY-Anteilen an der Gesamtzahl der unter-
suchten Nestlinge in den Erstbruten der einzelnen Jahre (s. 3.2.2) auf eine zeitliche Verzer-
rung bel der Beprobung zurtickzufiihren sind. Es soll daher im folgenden untersucht wer-
den, ob sch auf Populationssbene andere proximate Faktoren identifizieren lassen, welche
mit der Varianz in den EPY-Raten in Beziehung stehen. In der Literatur werden diesbezlig-
lich im wesentlichen zwei Einflul3grélen diskutiert: Die Brutpaardichte (z.B. Gibbs et al.
1990, Gowaty & Bridges 1991 a, Dunn et al. 1994, Ubersicht in Westneat & Sherman
1997) und die Brutsynchronitét (z.B. Stutchbury & Morton 1995, Kempenaers 1997,
Stutchbury 1998 &, b, Westherhead & 'Y ezerinac 1998).

Brutpaardichte

Die Brutpaardichte, as Mal3 fur die rdumliche Verfligbarkeit potentieller Kopulationspart-
ner, kdnnte das Auftreten von EPY durch das Angebot von EPC-Mdglichkeiten beain-
flussen. Weibchen hétten demnach bel einer grol3erer Brutpaardichte haufiger die Moglich
keit EPCs einzugehen. Dies konnte dann wiederum in einer Erhéhung des EPY-Antelsin
der Population resultieren (s. Ubersicht in Westneat & Sherman 1997).

In den einzelnen Untersuchunggahren war die Anzahl und somit auch die Dichte der Kohl-
me sen Erstbruten sehr unterschiedlich. Die Anzahl der Ersthrutansétze variierte im insge-
samt 160 ha grof3en Untersuchungsgebiet (s. 2.1.2) zwischen 59 (1995) und 142 Brutan-
sdtzen (1993, vgl. Tab. 1), was Brutpaardichten zwischen 0,37 Brutansdtzen/ha (1995) und
0,89 Brutansdtzen/ha (1993) entspricht. Als weiteres dichtebeschreibendes Mal3 kann die
mittlere Entfernung zwischen zwel benachbarten Brutansétzen herangezogen werden. Die-
ses Mal3 spiegdt die Verhdtnisse innerhal b eines Jahres insofern genauier wider, al's dald
eventue | vorhandene réumliche Anhaufungen von Bruten berticksichtigt werden. Fir die
einzelnen Untersuchunggahre lagen die mittleren Entfernungen zwischen zwe unmittelbar
benachbarten Kohlmeisen-Brutansitzen zwischen 63,7 + 31,6 m (1993, X + SD, n = 142)
und 95,7 £ 51,1 m (1995, X = SD, n =59). In den Jahren 1994 und 1996 ergaben sich mit
83,0+£483m (X £SD,n=97) bzw. 68,8+ 30,6 m (X + SD, n= 135) intermediare Wer-
te.

Abbildung 6 stellt den Zusammenhang zwischen den beiden, die Brutpaardichte beschrei-
benden Parametern und dem EPY-Antel an der Gesamtzahl der in dem jewelligen Jahr
untersuchten Erstbrutnestliinge dar. Es findet Sch nicht nur kein sgnifikanter Zusammen-
hang (Spearman Rangkorreaionen: Anzahl Brutansétze rs = 0,4, Mittlere Distanz

rs=- 0,4; p jewels = 0,60), sondern entgegen der eingangs abge eiteten Erwartung sinkt
die Brutpaardichte in den Jahren 1993 bis 1995 bel steigender EPY-Rate kontinuierlich ab,
wéhrend sich die mittlere Distanz zwischen benachbarten Kohlmeisen Erstbruten ent-
sprechend vergrof3ert (s. Abb. 6).
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Abb. 6: Zusammenhang zwischen dem Anteil der EPY an der Gesamtzahl untersuchter Nestlinge
aus Erstbrutenin den Jahren 1993 bis 1996p] ) und den dichtebeschreibenden ParameternAnzahl
Brutansétze (@) und mittlere Distanz zum néchstbenachbarten Kohl mei sen-BrutansatizimBahrdor-
fer Untersuchungsgebiet (NN = Néachster Nachbar, a).

Brutsynchronitat

Die Brutsynchronitét ist ein Mal fiir die Uberlappung der fertilen Phasen in éiner Gruppe
weiblicher Individuen (zur Definition s. 2.1.3.5). Hingichtlich eines moglichen Einflusses
auf die EPY-Raten bel Vogeln werden zwel grundséizlich verschiedene Moglichketen dis-
kutiert:

()  Eine zunehmende Brutsynchronitét konnte die Méglichket der Ménnchen limitieren,
EPCs einzugehen. Mannchen koénnten némlich bei hoher Brutsynchronitét gezwun-
gen sain, sSch durch eine besonders intensive Bewachung des eigenen Weibchens
(mate guarding) vor EPY im egenen Nest zu schiitzen. Se hétten so weniger Zeit,
selbst EPCs einzugehen (Birkhead & Biggins 1987, Westnest et al. 1990, Weather-
head 1997, Weatherhead & Y ezerinac 1998, Westneat & Gray 1998). Folgt man die-
ser Uberlegung, so wére eine Abnahme der EPY-Rate mit zunehmender Brutsyn-
chronitét zu erwarten.

(i) Die Haufigkeit von EPCs kdnnte mit zunehmender Brutsynchronitét dlerdings auch
angteigen, da die Konkurrenz der M@nnchen um einzelne Weibchen mit wachsender
Anzahl zatgleich fertiler Weibchen abnimmt. Aul3erdem konnte fir Weibchen die
Zuverldssgkeit der Abschétzung der relativen Qualitét moglichst vider Mannchen
(s.a 3.6) durch die direkte Vergleichbarkeit der potentiellen Kopulationspartner in
derselben Phase ihres Brutzyklus erhdht sein. Auch dies konnte einen Anstieg der
EPC-Raten mit zunehmender Brutsynchronitét zur Folge haben (Stutchbury & Mor-
ton 1995, Stutchbury 1998 a, b).



Ergebnisse ¢

54

Beide Uberlegungen lassen also eine Korrelaion der EPY-Rate mit der Brutsynchronitét
erwarten. Diese Korrdation sollteim Fall (i) dlerdings negativ (Birkhead & Biggins 1987,
Westnest et al. 1990, Weatherhead 1997, Weatherhead & Yezerinac 1998, Westneat &
Gray 1998), im Fdl (ii) hingegen pogtiv sain (Stutchbury & Morton 1995, Stutchbury
1998 a, b).

Um zu Uberprifen, ob ener der belden postulierbaren Zusammenhénge tatséchlich vor-
handen ist, wurde der Brutsynchronitéts-Index (S) berechnet (s. 2.1.3.5). Ein zentraler
Term der verwendeten Formd it die Dauer der fertilen Phase der Welbchen (s. 2.1.3.5).
Seid einersats abhangig von der Gelegegrolie, anderersaits aber auch von der Lebensfé-
higkelt der im weiblichen Genitatrakt gespeicherten Spermien (Birkhead & Maller 1992).
Zur Lebensféhigkeit der Spermien liegen ba Kohlmeisen keine Untersuchungen vor. In
ener Zusammengtelung von Daten diesbeziiglich untersuchter Vogdarten durch Birk-

head & Mdller (1992) liegen die betreffenden Werte zwischen 7 und 42 Tagen. L&Y man
den Extremwert von 42 Tagen be Truthdhnen (Meleagris gallopavo) unberiicksichtigt, so
ergibt Sch fir die Zusammengellung von Birkhead & Mdller (1992) ein Mittelwert von
10-11 Tagen. Zur Berechnung des Brutsynchronitéts-Indices bei Blaumeisen (Parus caeru-
leus), einer der Kohlmeise nachstverwandten Vogdart, wurde dlerdings metrfach eine
Uberlebensfahigkeit der Spermien von nur funf Tagen zugrunde gelegt (Kempenaers 1993,
1997). Um diese verschiedenen M églichkeiten zu berticksichtigen und well fir Kohimei-
sen exakte Angaben fehlen, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Brutsynchroni-
téts-Indices auf der Basis dreier unterschiedlicher Grundannahmen zur Uberlebensfzhigkeit
der Spermien berechnet:

() Diefertilen Phase der Weibchen dauert lediglich vom Tag vor der ersten Eiablage bis
zum Tag vor Ablage des letzten Eies (= 91).

(i)  Auf der Bassder fir Blaumeisen angenommenen Zeitspanne (s.0.) reicht diefertile
Phase von sechs Tagen vor der ersten Eiablage bis einen Tag vor Ablage des |etzten
Eies (= Se).

(i) Legt man die mittlere Lebensf@higkeit der Spermien in der Zusammengtellung von
Birkhead & Mdler (1992) zugrunde (S0.), 0 ergibt sich fur diefertile Phase eine
Zatspanne von df Tagen vor Beginn der Eidblage bis einen Tag vor Ablage des letz-
ten Eies (= S11).

Die zu den einzelnen Grundannahmen erhatenen Werte sind in Abbildung 7 graphisch
dargestdlt und in Tabele 5 noch enma zusammengefald. Unabhangig davon, welchen
Zeitraum man fUr die fertile Phase der Weibchen annimmt, 1&% sich weder ein pogitiver
noch en negativer Zusammenhang zwischen der Brutsynchronitét der Population und den
EPY -Raten der einzelnen Jahre feststellen (Spearman- Rangkorrelationen: rs jewells = 0,2;
p jewels = 0,80). Statt dessen findet sich, bel in den aufeinanderfolgenden Jahren jeweils
zunehmenden EPY-Raten, einma ein Angtieg in der Brutsynchronitét (1993 nach 1994),
enma ein Abfdl (1995 nach 1996) und eénma keine wesentliche Verdnderung (1994 nach
1995; s. Abb. 7 und Tab. 5).
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Abb. 7: Zusammenhang zwischen dem Anteil der EPY an der Gesamtzahl unter suchter Nestlinge
aus Erstbruten in den Jahren 1993 bis 1996 1 ) und den Brutsynchronitats-Indices Sl; (m), Ss(®)
und Sl;; (a). Da die exakte Dauer der fertilen Phase von Kohlmeisen-Weibchen nicht bekannt ist,
wurden zur Berechnung der Brutsynchronitéts-1ndices ver schiedene Wertefiir den Beginn der fer-
tilen Phase angenonmen. Die Anzahl der Tage, die vor Ablage des ersten Eies zur fertilen Phase
hinzuger echnet wurden, werden dabei durch dietiefgestellte Zahl imjeweiligen Index angegeben
(= 1, 6 oder 11). Fur das Ende der fertilen Phase wurdein allen Fallen der Tag vor Ablage des
letzten Eies angenommen (s.a. Text).

Tab. 5: Brutsynchronitats-Indicesfur die Kohlmeisen-Erstbruten des Bahrdorfer Untersuchungs
gebietesin den Jahren 1993 bis 1996. Einzel heiten zu den Unterschieden bel der Berechnung der
Indices Sl; Slg und Sl;; finden sich im Text.

Brutsynchronitats-

Index 1993 1994 1995 1996
Sl 43,6% 59,8% 59,2% 49.,4%
Sle 60.2% 72.9% 72.8% 66.1%
Sl 70.6% 80.0% 79.8% 75.5%
Fazit

Weder die Brutpaardichte noch die Brutsynchronitét scheinen auf Ebene der Gesamtpopu-
lation mit den sgnifikanten Veranderungen hingchtlich des Anteils der EPY an der Ge-
samtzahl der untersuchten Erstbrutnestlinge in den unterschiedlichen Jahren zusammenzu-
héngen. Einschrankend miissen dlerdings zwe Dinge bertickgchtigt werden. Zum einen
beziehen sch die diesbeziiglichen Andysen auf ,,nur” vier Untersuchunggahre und miis-
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sen daher mit einer gewissen Vordgcht interpretiert werden. Zum anderen bezieht sch die
obige Schluf¥olgerung auf einen aus der Literatur abgeeteten linearen Zusammenhang
zwischen den untersuchten proximaten Faktoren und der EPY-Rate. Esigt jedoch durchaus
denkbar, dal3 die Muster wesentlich komplexer sind bzw. dal3 die beiden Parameter Brut-
paardichte und Brutsynchronitét in irgendeiner Form zusammenspielen. Da jede Uberle-
gung in diese Richtung aufgrund des vorliegenden Datenmaterials hochgradig spekulativ
bleiben muf’, wird hier auf weitere Ausfihrungen verzichtet. Stait dessen werden an ande-
rer Stelle entsprechende Analysen auf dem Individua niveau durchgeftihrt (s. 3.5), dahier-
zu, nech Identifizierung der genetischen Véter der EPY (s. 3.4), grofRere und damit brauch-
barere Datensdize vorlagen.

3.4 Identifizierung der EPC-Partner

Mit Hilfe des Multilocus DNA-Fingerprinting konnten 154 Nestlinge aus 80 Erstbruten
z2weifddra dsEPY klassfiziert werden (s. 3.2.2). Diese Methode ist dlerdings nicht ge-
eignet, die genetischen Véater der betreffenden Nestlinge zu identifizieren, daein Vergleich
von Bandenmustern zwischen enzelnen ,, Fingerprint“-Gelen nicht zuldssg ist. Wollte man
mit Hilfe des Multilocus DNA-Fingerprinting die genetischen Véter der EPY finden, so
mUrke man die Bandenmuster der EPY und ihrer jewelligen Mutter zusammen mit denen
dler Mannchen auf jewells demsdben Ge miteinander vergleichen, um so herauszufinden,
durch welches Mannchen sich dle paternden Banden im Bandenmuster des betreffenden
EPY erklaren lassen. Angesicht der Grole der untersuchten Population (s. 3.1) ware dies
nicht nur mit enem kaum zu bewdltigenden Arbeitsaufwand verbunden, sondern man wir-
de auch sehr schndl durch die vorhandenen DNA-Mengen limitiert. Einen Auswveg bietet
die sogenannte DNA-Mikrosatdlitenandyse (s. 2.2.2).

Da verschiedenen Fragen nur nachgegangen werden kann, wenn man die Mannchen kennt,
mit denen die Weibchen EPCs eingegangen sind (diese werden im folgenden auch ds ex-
tra-pair males = EPMs bezeichnet), wurden DNA-Mikrosatellitensysteme fir Kohlmeisen
etabliert (s. 2.2.2 und 3.4.1). Zwar reichte die Informativitét der etablierten Systeme nicht
aus, um die EPMs dlein durch die Mikrosatdlitenandysen ausfindig zu machen. Durch die
Typiserung aler Mannchen und dler EPY sowie deren M{itter war es jedoch moglich, die
Zahl der potentidlen Véter einzelner EPY s0 dark einzugrenzen, dal3 die eindeutige | denti-
fizierung der betreffenden Mamnchen eines Jahrganges durch weitere Multilocus DNA-
Fingerprints handhabbar wurde (s.a. 3.4.2). Mit Hilfe des durch diese Vorgehenswveise er-
hdtenen Datenmaterid's konnten dann weitere Untersuchungen zu proximaten Einflul’gro-
[3en und ultimaten Faktoren hingchtlich des Auftretens von EPY durchgefihrt werden
(s.3.5und 3.6).
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3.4.1 Etablierung geeigneter DNA-Mikrosatellitensysteme flar Kohimeisen

3.4.1.1Isolierung von DNA-Mikrosatelliten

Die gesamte subgenomische Genbank der Kohlmeise, die etwa 3000 Plasmid-Klone um+
fal¥e (s. 2.2.2.1), wurde mit vier Di-, Seben Tri- und drel Tetranukleotid- Polymersonden
auf Mikrosatelliten- Sequenzen hin durchsucht (s. 2.2.2.2 und Rassmann et al. 1991). Ins-
gesamt wurden dabel 39 podtive Klone isoliert. Mit der Oligonukleotidsonde (CA)s wur-
den vierzehn, mit (TC)g zehn, mit (TCC)s funf, mit (GACA), drei, mit (AAC)s, (TAA)sTA
und (TAC)s jewells zwei und mit (GAA)s en postiver Klon identifiziert. Mit den Oligo-
nukleotidsonden (GC)g, (AT)12, (TCG)s, (CAC)s, (GGAT)4 und (GATA)4 konnten hinge-
gen keine positiven Klone gefunden werden.

Fur 33 (84,6%) der positiven Klone wurde die Sequenz des klonierten Kohlmeisen DNA-
Inserts bestimmt (s. 2.2.2.3). Dabel konnte fir 29 (87,9%) mindestens eine Mikrosatelliten
Sequenz bestétigt werden, wahrend der sequenzierte Bereich des DNA-Inserts der Ubrigen
vier Klone (12,1%) entweder keine Mikrosatelliten- Sequenz enthidlt (zwei Klone), oder
aber die Sgndintengitét fir eine genaue Beurteilung der Sequenz zu schwach war (eben+
fdlszwe Klone).

3.4.1.2Charakterisierung von DNA-Mikrosatelliten

Nach Weber (1990) werden klonierte Mikrosatel liten- Sequenzen in ,, Perfekte Mikrosatelli-
ten” (keine Unterbrechung in der Abfolge des Grundmoativs), ,Nicht perfekte Mikrosatel-
liten" (eine oder mehrere Unterbrechungen in der Abfolge des Grundmotivs) oder ,,Zusam:
mengesetzte Mikrosatelliten” (benachbart liegende perfekte oder nicht perfekte Mikrosatel-
liten) untertellt. Die meigten der fir Kohlmeisen gefundenen DNA-Mikrosatelliten waren
diesbeziiglich durch einen perfekten Mikrosatelliten- Bau gekennzeichnet, d.h. Se zeigten
keine Unterbrechung in der Abfolge ihres Grundmotivs (48,3%, 14 von 29). Nicht perfekte
DNA-Mikrosatdliten (34,5%, 10 von 29) oder zusammengesetzte DNA-Mikrosatdliten
(17,2%, 5 von 29) wurden sdltener isoliert.

Klassfiziert man die DNA-Mikrosatelliten anhand der Lange des haufigsten Grundmotivs,
Setzte sich die repetitive Sequenz in 16 Fallen (55,2%) aus einem Dinukleotid, in 10 Fallen
(34,5%) aus einem Trinukleotid, in zwe Fadlen (6,9%) aus einem Tetranukleotid und in
einem Fal (3,4%) aus einem Pentanukleotid zusammen.

3.4.1.3Amplifikation und Variabilitdt der DNA-Mikrosatelliten

Fur die weiterflihrenden Analysen wurden insgesamt zehn Mikrosatelliten-Loci ausge-
sucht, die aufgrund ihres Grundmotivs besonders vieversprechend erschienen. Es handelte
gch dabel um sechs Dinukleotid-Mikrosatelliten (davon zwe mit perfektem Bau), drel Tri-
nukleotid-Mikrosatdliten (einer davon mit perfektem Bau) und einen perfekten Tetranu-
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kleotid-Mikrosatdliten. Zwel dieser Mikrosatelliter+ Loci (20%) erwiesen sich im nach
hinein fir eine Amplifikation aus chromosomaer Kohlmeisen DNA as unbrauchbar, da
die repetitiven Regionen zu nahe an der Kolonierungsstelle des Vektors lagen, so dal3 fur
diese Klone letztendlich keine Primer geeigneter Lange angefertigt werden komten.

Fur vier Di-, drel Tri- und enen Tetranukleotid-Mikrosatelliten wurden Primerpaare ent-
worfen (s. 2.2.2.4.1 und Tab. 6). Danach wurde die spezifische Amplifikation dieser Loci
unter verschiedenen Bedingungen getestet (s. 2.2.2.4.2). Fur funf der verbleibenden acht
Mikrosatdliten-Loci (62,5%) konnten Amplifikationshbedingungen gefunden werden, die
reproduzier- und interpretierbare Amplifikationsmugter lieferten. Fir die anderen drei Loci
(37,5%) lief¥en sich trotz verschiedener Versuche zur Optimierung der verwendeten An-
nealing- Temperaturen und MgCh-Konzentrationen keine Bedingungen finden, die zu &-
nem auswertbaren Amplifikationsmuster fihrten. Auch der Einsatz von DM SO, Formamid
und Glycerin oder die Anwendung der Hot Start- Technik verbesserten das Amplifikation-
sergebnisnicht (s Hodlzel & Green 1992).

Dre der zuverldssg amplifizierbaren Mikrosatdliten-Loci waren monomorph, die beiden
anderen (ein Di- und en Tetranukleotid- Mikrosatdlit, im folgenden ds 2KM und 4KM be-
zeichnet) waren in unterschiedlichem Ausmal3 variabe (s. Tab. 6). Die Lange der amplifi-
Zierten Allde unterschied sich, wie erwartet, um Vielfache von zwel bzw. vier Basen (sa
Abb. 8), d.h. die Variahilitét der Mikrosatelliten-Allele basert vermutlich hauptsichlich
auf Unterschieden in der Wiederholungsfrequenz des Grundmoativs. Die erwarteten Hete-
rozygotieraten (zur Berechnung s. 2.2.2.4.3) lagen bei 77,5% (2KM) bzw. 78,5% (4KM)
und unterschieden sich nicht von den beobachteten Heterozygotieraten (Werte in Tab. 6;
?-Tests 2KM p = 0,44; 4KM p = 0,83).

Die Alldfrequenzen fir die beiden etablierten DNA-Mikrosatdlitensysteme sind in Abbil-
dung 8 dargestellt, die optimierten PCR-Bedingungen finden schin Tebelle 7. In jedem
der beiden Systeme sind drei Allele besonders héufig und machen zusammen eine Allel-
frequenz von etwa 75% aus (s. Abb. 8).

3.4.2 Identifizierte genetische Vater

Fur die Suche nach den genetischen Vétern der EPY standen in jedem Jahr insgesamt mehr
Mannchen zur Verfiigung, as anhand der Stichprobe in bezug auf die analyserten Erstbru-
ten anzunehmen ware (s. Tab. 8). Der Grund hierfir liegt darin, dal3 auch beprobte Mam-
chen berticksichtigt werden konnten, deren Bruten aus verschiedenen Griinden einer Ana
lyse nicht zugénglich waren, z.B., well das betreffende Weibchen sich nicht fangen liefd
Generdl wurde bel der Identifizierung der genetischen Véer wie folgt vorgegangen: Alle
Mannchen eines Jahrgangs sowie die EPY und deren Mitter wurden mit Hilfe der Mikro-
satelliten- Systeme 2KM und 4KM typisert (s. 2.2.2.4.3 und 3.4.1). Durch einen Verglech
der Amplifikatlangen bei den EPY und ihren Mittern konnten die Alld- Kombinationen er-
mittelt werden, die fUr den jeweiligen genetischen Vater moglich waren. Dadurch liel3 sch



Tab. 6: Listeder Mikrosatelliten-Loci von Kohlmeisen (Parus mgjor), fur welche Primer paar e entwor fen wur den. Fiir jeden Locus sind die Primer sequenzen
mit etwaiger Modifikation des 5 -Endes, die Struktur des Mikrosatelliten-Motives, die Anzahl der amplifizierten Alldle, die Langeder erhaltenen Anplifikate
und die erwartete (Hep) bzw. die beobachtete (Hq,s) Heterozygotierate angegeben.

Primer-5-  Primer- Mikrosatelliten- Anzahl Amplifikat- Heterozygotierate [%]°
Locus Markierung® sequenzen (5-3") Motiv P Allele  lange [bp]? H.y, H obs
2KM: TET TTT gAT gAA ggT TTT TCC AAg Tgg (AQ) 45 9 110-126 77,5 80,2
AAC CTA CAg gAA gCT TgA TAA ATg
1829: ACg ggA gCA CgA TCT AAC CTT (AT) 3(TN) 2(AN) 46(GO) (AN 14 0 — — —_
ggC CAA TTA TAT TCA CAg
1830: CCC TgC CTg TgC CgT ggA gAC TTA (NT) 55 1 424 - _
CCC gTC ATC gAg CAg CCT gAg
4KM: gCA CTg AAT gAg CTg AAA gAA Tg (AACQ) 13 8 126-154 78,5 77,8
HEX ggC CAA CAg ggC ACT gAA
1840: AgC AAA ACT gAg CCg TgT AAA TCC (CT) 17 0 — — _
gCA gCg TgT gTC CgT gAC TgA
1848: Tgg 9gC Agg gAA TCA CIC (TCN) .7 0 — — -
ggC CTg ggA AgT CTC TTT A
1852: 099 gAA AAC gCT ATA ggT CAg AAg g (AAT) 1 323 — —_
CAg CAg ggg CAA CAT TAA TAC ACT CT
1853: CCC CgT gCC CCC TgA CCT (TCN) 35 1 242 — —
TCC Cgg CCC TCC TCA AgA Tg

& Fluoreszenz-Amidite zur Markierung der Primer fir die Fragmentanalyse mit Hilfe des ABI 377

Mikrosatelliten-Anteil der Sequenz aus dem klonierten DNA-Fragment
¢ N steht fir ein beliebiges Nukleotid

4 Angegeben sind die Minimal- und Maximalwerte aller bislang amplifizierten Produkte (bp = Basenpaare). Allele des Dinukleotid-Mikrosatelliten unterscheiden sich um ganzzahlige Vid-
fache von zwei, die des Tetranukleotids um vier Basenpaare.

¢ Die beobachtete Heterozygotierate (Hqs) und die Allelfrequenzen zur Berechnung der erwarteten Heterozygotierate (Heyp, Formel s. 2.2.2.4.3; Stearns & Hoekstra 2000) wurden durch die
Analyse von insgesamt 248 Individuen (119 Weibchen, 129 Mannchen) ermittelt.

« 9ssjuqeb.3y

56
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Abb. 8: Allelfrequenzen fir die Mikrosatelliten-Loci 2KM und 4K M. Die Allelfrequenzen wurden
anhand der Genotypen von insgesamt 248 Individuen (119 Weibchen, 129 Mannchen) er mi ttelt.

Tab. 7: Optimierte Reaktionsbedingungen fur die Mikrosatelliten-Loci 2KM und4KM. Aufgdigtet
sind die Temperaturprofile (optimiert fir den Thermocycler PE9600 von Perkin Elmer) und die
unter dem genannten Temper aturregime optimierten Reaktionsbedingungen.

PCR - pre- erster zweiter weitere final
Programm denaturing Zyklus Zyklus 28 Zyklen extension
2KM: 94°C /240 s 94°C/60 s 94°C/60s 94°C/30s 72°C/30 min
66°C/60 s 63°C/60s 60°C/60s
72°C/60 s 72°C/60s 72°C/60s
4KM: 94°C /240 s 94°C /60 s 94°C/60s 94°C/30s 72°C/5min
62°C/60s 59°C/60s 56°C/60s
72°C/60s 72°C/60s 72°C/60s
10 M PCR -
Ansatz dNTPs Primer MgCl, Formamid Taq
2KM: 200 "M 10 pmol 2,5 mM 2% 0,25 U
4KM: 200 "M 10 pmol 3,5 mM 2% 0,25 U
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die Zahl der ds genetischer Vater in Frage kommenden M&nnchen fur jeden enzelnen
EPY drastisch reduzieren. Alle verbleibenden potertidlen Véter, diein eénem Radiusvon
650 m um die Fokushohle gebriitet hatten, wurden zusammen mit dem bzw. den betreffen-
den EPY und ihrer jeweiligen Mutter auf ein ,, Fingerprint®-Gel aufgetragen (s. 2.2.1).
Wenn sich das Bandenmuster eines EPY komplett aus dem Bandenmuster seiner Mutter
und dem Bandenmuster eines dieser Mé@nnchen zusammensetzen lie3, konnte zwefdre
davon ausgegangen werden, dald es Sch bel diesem Mannchen um den genetischen Vater
des betreffenden Nestlings handdte (sa 3.2).

Fald man die Daten aler Jahre zusammen, so konnte auf die oben beschriebene Art und
Weise fUr 56 der 80 Ergtbruten mit EPY (70,0%) mindestens eines der betelligten EPMs
ermittelt werden. Bezogen auf die Nestlinge wurde der genetische Vater fir 95 der insge-
samt 154 EPY (61,7%) identifiziert. Die entsprechenden Daten fir die einzelnen Jahre sind
in Tabdle 8 aufgdistet.

Insgesamt wurden 45 Individuen as genetische Véter in anderen Bruten identifiziert. 33
dieser M&nnchen (73,3%) waren jewells nur in einem Jahr und einer Brut as EPM repré:
sentiert. Es kam dlerdings auch viermd vor, dal? dasselbe Mé@nnchen in zwel aufeinander-
folgenden Jahren d's genetischer Vater einzelner EPY identifiziert wurde, wobe essichim
zweiten Jehr mit ener eénzigen Ausnahme immer um die Brut eines jewells anderen Welb-
chens handelte. Die Repréasentanz eines Mannchens ds genetischer Vater in mehreren Bru-
ten dessalben Jahres wurde etwas haufiger festgestellt. Sieben Méannchen waren die geneti-
schen Véer von EPY in zwe Bruten (eines davon auch in zwe Jahren, s.0.) und jewells
en Mannchen war durch EPY in drel bzw. vier Bruten reprasentiert.

Tab. 8: Analysierte Bruten bzw. Anzahl beprobter Mannchen im Verhéltnis zur Gesamtzahl der
Erstbrutansatze, sowie Angaben zum Anteil der EPY-Bruten, fur die mindestensein extra-pair mele
(EPM) identifiziert werden konnte, bzw. zum Anteil der EPY, fir dieim betreffenden Jahr der gene-

tische Vater ermittelt wurde.

Erstbruten 1993 1994 1995 1996 alle Jahre

Brutansatze: 142 97 59 135 433

Bruten mit EPY: 11 23 15 31 80
mindestens 1 EPM identifiziert: 7 (63,6%) 17 (73,9%) 11 (73,3%) 21 (67,7%) 56 (70,0%)

EPY: 15 41 37 61 154
genetischer Vater identifiziert: 9 (60,0%) 28 (68,3%) 24 (64,9%) 34 (55,7%) 95 (61,7%)

analysierte Bruten: 37 (26,1%) 74 (76,3%) 42 (71,2%) 80 (59,3%) 233 (53,8%)
Anzahl beprobter Mannchen: 54 (38,0%) 87 (89,7%) 53 (89,8%) 98 (72,6%) 292 (67,4%)
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Auf der Basis dieses Datenmaterids konnte zunéchst einigen dlgemeineren Fragen zur
Fortpflanzungshiol ogie von Kohimeisen nachgegangen werden: Mit wieviden M&nnchen
gehen einzelne Kohlmeisen-Wei bchen K opulationen auRerhalb des Paarbundes ein? Wie-
viele Nachkommen haben EPMs in der Brut eines Weibchens und wie wirken sch EPY
inggesamt auf die Varianz im Fortpflanzungserfolg der Mé@nnchen aus? Aulerdem konnten
aufgrund der Daten Uberlegungen zur Identitét der fiir einige EPY nicht auffindbaren ge-
netischen Véter angestellt werden.

3.4.2.1Anzahl der EPC-Partner eines Weibchens

In 47 der 56 Bruten (83,9%), fUr die mindestens ein EPM identifiziert wurde (s. Tab. 8),
konnten ale EPY ihrem genetischen Vater zugeordnet werden. In den verbleibenden neun
Bruten blieb in funf Fallen der genetische Vater nur enes einzigen EPY unbekannt, d.h.

fUr diese Bruten konnte ebenfalls die exakte Anzahl der in ihnen genetisch représentierten
EPM's angegeben werden. Fir die Gbrigen vier Bruten war dies nicht moglich, dadie 1den
titét des genetischen Vaters von jeweils mindestens zwel EPY nicht geklé&rt werden konnte.
Abbildung 9 zeigt die Anzahl der nachgewiesenen EPC-Partner der Weibchen fur die 52
Bruten, in denen sich die exakte Anzahl der EPM s ermitteln lief3 in Relation zur Anzahl

der EPY, dieinsgesamt in den betreffenden Bruten vorhanden waren. In der Mehrzahl der
Fédle (30 Bruten, s. Abb. 9) war nur en EPY vorhanden und damit auch nur ein EPM in
der betreffenden Brut représentiert. Aber auch in 14 der 22 Bruten mit mehr as einem EPY
war ein einzelnes Mannchen Vater der betreffenden Nestlinge (s. Abb. 9). In den verblei-
benden 8 Bruten mit mehr ds einem EPY waren Sebenmd 2 EPMsund eéinma 3 EPMsan
der Vaterschaft beteiligt (s. Abb. 9).

Anzahl genetischer Vater

0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Anzahl EPY innerhalb einer Brut

Abb. 9: Anzahl der genetischen Vater der EPY fur Bruten mit unterschiedlicher Gesamtzahl an
EPY (Daten der Jahre 1993 bis 1996 zusammengefal3t). In die Abbildung gehen nur die 52 Bruten
ein, fUr die eine exakte Angabe zur Zahl der extra-pair males (EPMs) moglich war (s.a. Text).
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3.4.2.2Reproduktionserfolg der M@nnchen

In bezug auf den Reproduktionserfolg der Mannchen ist es unter anderem von Interesse
festzugelen, wievide EPY ein Mannchen normaderweise in einer einzelnen Brut hinter-
[&3. Abbildung 10 fald die diesbeziiglichen Daten zusammen. Dabei wurden ausschliel3-
lich solche EPY berticksichtigt, deren genetischer Vater identifiziert werden konnte

(n = 95). Mannchen, die in aufeinanderfolgenden Jahren oder im selben Jahr dsEPM an
mehreren Bruten beteligt waren, gingen mehrfach in den betreffenden Tell der Auswer-
tung en.

In 42 von 61 Fallen (68,9%) waren die EPMs nur durch ein einzelnes EPY innerhalb der
betreffenden Brut représentiert (s. Abb. 10). In 30 dieser Bruten handelte es sich dabel um
das jewels einzige EPY der Brut (vgl. Abb. 9), in den anderen 12 Fallen waren noch wei-
tere Jungtiere vorhanden, die das Produkt von Kopulationen auf}erhalb des Paarbundes mit
anderen Méannchen waren. Der Maximalwert fur die Nachkommen eines EPM in einer ein
zelnen EPY-Brut lag bei 4 Nestlingen (s. Abb. 10). Betrachtet man die EPMSs, die inner-
halb dessalben Jahres EPY in mehreren Bruten hatten, so liegen die aufsummierten Werte
mit inggesamt 2-6 EPY entsprechend hoher (s. Abb. 10).

45 A

40
35 -
30 A
25 1
20 -

15 A

[ 0 e [ _

1 2 3 4 5 6

Anzahl Mannchen

Anzahl Nachkommen in EPY-Bruten

Abb. 10: Verteilung in bezug auf die Anzahl der Nachkommen, durch die einzel ne extra-pair me-
les (EPMSs) innerhalb einzelner EPY-Bruten reprasentiert waren([] ), sowieinbezug auf die Sum
me der Nachkommen in EPY-Bruten von Mannchen, dieinnerhalb eines Jahres genetischer Vater
in mehreren EPY-Bruten waren ( , s.a. Text). Die Daten der Jahre 1993 bis 1996 wurden jeweils

zusammengefalit.
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Bel Berechnungen zur Varianz im Fortpflanzungserfolg der Mannchen (vgl. Tab. 9) mul3
mean ratiirlich berticksichtigen, dal3 die EPMs unter Umstanden auch Verluste durch EPY
im egenen Nest hinnehmen mufen. Die diesbeziiglichen Andysen zeigten, dal3 es sehr
héufig vorkam, dal3 ein Mannchen, welches durch EPY in anderen Nestern représertiert
war, selbst , betrogen” wurde. Bei 42 der 45 Mannchen, die als genetische V &éer identifi-
Ziert werden konnten, lagen Elternschaftsnachwelise fir die eigenen Erstbruten vor. Von
diesen 42 EPM s hatten 23 EPY im elgenen Nest (um die Verwendung abhéngiger Daten zu
vermeiden, ging fur die vier M&nnchen, diein zwea aufeinanderfolgenden Jahren ds EPMs
identifiziert wurden, jewells nur das erste Jahr in die Betrachtung ein), d.h. 54,8% dieser
Mannchen waren sdlbst von ihren Weibchen ,,betrogen” worden (s. Abb. 11). Dieser Wert
ist von daher erstaunlich, ds dal3 diese Rate sgnifikant hoher liegt, dsdie auf Basis der
Gesamtpopulation fir Erstbruten ermittelte Rate von 34,3% (s. Tab. 2 und Abb. 11, Bino-
midtest: p = 0,004). Eine mogliche Ursache hierfur kbnnte darin liegen, dal3 die EPMs
durch ihre EPC-Aktivitéten das eigene Welbchen nur engeschrankt bewachen konnen

(s. Kap. 4). Trotz des anscheinend gegentiber der Gesamtpopulation erhéhten Riskos vom
elgenen Welbchen ,, betrogen® zu werden, gewannen EPMsim Mittel dlerdings sgnifikant
mehr Nachkommen durch EPY hinzu, ds e im eigenen Nest hinnehmen mulden (Wilco-
xonTest: n =42, p = 0,003, s. Abb. 12), d.h. die EPMs konnten ihren Gesamtreproduk-
tionsarfolg innerhalb der betreffenden Brutsaison durch Kopulationen auf3erhab des Paar-
bundes erhohen.

80% -
70% A
p = 0,004 _
60% A
50% A

40% A

30% A

Anteil EPY-Bruten

20% A

10% 1

0% -
beobachtet erwartet

Abb. 11: Vergleich zwischen dem Anteil der EPY-Brutenan der Gesamtzahl der Bruten fur Mann-
chen, die als genetischer Vater in einer anderen Brut identifiziert wurden (beobachtet), und dem
Erwartungswert, der sich durch den Anteil von EPY-Brutenin der Gesamtpopulation ergab (er-
wartet). Das angegebene Signifikanzniveau bezieht sich auf den entsprechenden Binomialtest.
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Abb. 12: Vergleich der Gewinne und Verluste durch EPY in bezug auf den Fortpflanzungserfolg
der 42 Mannchen, die als genetische Véater in anderen Bruten identifiziert wurden und fir die
gleichzeitig Befunde zum Auftreten von EPY in den eigenen Er stbruten vorlagen. Das angegebene
Sgnifikanzniveau bezieht sich auf den entsprechenden Paarvergleich nach Wilcoxon.

Tab. 9: Veranderunginder Varianz des Reproduktionserfolges der M annchendurchdasAuftreten

von EPY (s.a. Text).

Reproduktions-

erfolg (RE) 1993 1994 1995 1996 alle Jahre
Augenscheinlicher RE?
X + SD: 75+1,9 6,9+23 9,0+2,1 7,0+17 7,4+21
min.-max.: 2-11 2-12 5-13 3-11 2-13
Varianz: 3,42 5,38 4,49 2,88 4,58
standardisierte Varianz®: 0,06 0,11 0,06 0,06 0,08
Tatsachlicher RE®
X + SD: 7,3+£2,0 6,8+25 8,6+2,6 6,6+2,3 7,1+25
min.-max.: 2-11 2-12 0-13 0-15 0-15
Varianz: 4,15 6,19 6,97 5,14 6,14
standardisierte Varianz®: 0,08 0,14 0,09 0,12 0,12
? Varianz® 21,1% 15,0% 55,3% 78,1% 34,3%

& Anzahl Nestlinge zum Zeitpunkt der Blutentnahme (ca. 10 d; vgl 2.1.3.4)
® Varianz geteilt durch den quadrierten Mittelwert (s. Wade & Arnold 1980; vgl. Yezerinac et al. 1995, Meller 1998,

Webster et al. 2001)

Augenscheinlicher Reproduktionserfolg, korrigiert um die bekannten Verluste (EPY im eilgenen Nest) und Gewinne
(EPY als EPM in anderen Nestern)

Prozentuale Erhdhung der Varianz im Reproduktionserfolg von Mannchen durch das Auftreten von EPY
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Die unter Berticksichtigung dler bekannten Gewinne und Verluste durch EPY erhdtenen
Daten zur Gesamtvarianz im Fortpflanzungsarfolg der Mannchen sind in Tabdle 9 zu-
sammengefad. Die Varianz im Fortpflanzungserfolg der Mannchen erhdht schin dlen
Untersuchungg ahren, wenn man die Werte fur den augenscheinlichen Reproduktionserfolg
(= Anzahl der Nestlinge zum Zeitpunkt der Blutentnahme, sa. 2.1.3.4) mit den Werten fir
den tatsachlichen Fortpflanzungserfolg vergleicht (= augenscheinlicher Reproduktionser-
folg, bereinigt um die bekannten Verluste und Gewinne an Nachkommen durch EPY). Fald
man die Daten dler Jahre zusammen, so erhoht sich durch das Auftreten von EPY die Va
rianz im Fortpflanzungserfolg der Mannchen um 34,3% (zu den Werten fir die Einzdjahre
S. Tab. 9). Dieser Wert ist insofern von Interesse, als dal3 sch durch ihn abschétzen 18(%, ob
Kopulationen aul¥erhab des Paarbundes eine wichtige Komponente der sexudllen Selek-
tion darstellen (s. Kap. 4).

3.4.2.3Genetische Vdater, die nicht identifiziert werden konnten

Wie welter oben ausgefiihrt, konnte nicht fir alle EPY der genetische Vater identifiziert
werden. Wenn man dartiber nachdenkt, um welche Mé@mnchen es sich bel den betreffenden
Tieren gehandelt haben konnte, miissen zwel prinzipiell verschiedene Moglichkeitenin
Betracht gezogen werden. Es kdnnte sich zum einen um Mé&nnchen gehandelt haben, die

sch zwar in der Population aufhielten, aber ohne elgenes Revier und eigene Brut waren
(sogenannte Floater, z.B. Kempenaers et al. 2001). Auf der anderen Seite ist es aber natir-
lich auch denkbar, dal3 es sch einfach um Mannchen aus unbeprobten Brutansétzen han
delte. Dabel kommen sowohl Mannchen, die ihre Brut frihzeitig aufgegeben bzw. verloren
haben oder nicht gefangen werden konnten, a's auch Mannchen von Bruipaaren, die in Na
turhohlen nigteten, in Betracht.

Diein Abbildung 13 dargestellten Daten zum Antell der andyserten Mannchen an der Ge-
samtpopulation und zum Anteil der EPY, fUr die der genetische Vater identifiziert werden
konnte (s.a. Tab. 8), lassen die letztgenannte Erklérung wahrscheinlicher erscheinen. Wenn
Floater be der Reproduktion keine Rolle spiden, so sollten sch die Werte der beidenin
Abbildung 13 dargestdllten Variablen in etwa entsprechen, da mit zunehmendem Antell
beprobter Mannchen auch der Anteil an EPY steigen sollte, fir die der jewellige genetische
Vater ermittelt werden kann.

Zwar liegt der Antell der beprobten Méannchen, mit Ausnahme des Jahres 1993 (ndheres
hierzu s.u.), Uber dem jeweiligen Wert fir den Anteil der EPY, deren Vater identifiziert
wurde (s. Abb. 13). Dabel ist jedoch zu berticksichtigen, dal3 die tatséchliche Populations-
grole durch nicht erfalde Kohlme senbrutpaare in Naturhthlen unterschétzt wird. Im Zen
trum der Versuchsflachen ist die Zahl solcher Brutpaare wahrscheinlich eher gering, da
Kohlmeisen kiingtliche Nistgelegenheiten gegentiber Naturhohlen bevorzugen (s. Gibb
1950, 1954, Perrins 1979). Anders verhdt es sich aber in den Randbereichen, dadie an+
grenzenden Waldfléchen nicht mit Nistk&sten behéngt waren, und deshab dort mit einer
Reihe welterer Brutpaare in Naturhdhlen zu rechnen ist. Der Anteil der beprobten Mam-



Ergebnisse ¢

67

chen an der tatsachlichen Gesamtpopulation liegt folglich insgesamt niedriger dsin Tabe-
le 8 und Abbildung 13 fur die in Nistkésten angesiedeten Kohlmei senbrutpaare angege-
ben. Hingchtlich der Darstellung in Abbildung 13 wiirden die realen Werte dazu fihren,
dal3 die jeweiligen Wertepaare fir die Jahre 1994 bis 1996 welter zusammenrticken und
sch damit noch dhnlicher werden (zum Jahr 1993, s.u.). Die verbleibende Differenz wéare
dann unter Umgténden auf Vaterschaften von Floatern zurtickzufiihren. Da diese Differenz
aus den genannten Griinden alerdings sehr klein ausfdllt, kann eine massive Betelligung
von Floatern an der Reproduktion aler Wahrscheinlichkeit nach ausgeschlossen werden.
Diesig fur die nachfolgenden Untersuchungen insofern von Bedeutung, ds dal? ene mas-
sve Reproduktionsbeteiligung von Floatern die Interpretation der in den folgenden Kapi-
teln dargestellten Ergebnisse (s. 3.5 und 3.6) erschweren wirde.

Zu der dem Gesamthild nicht entsprechenden Lage des Wertepaares fir das Jahr 1993
(s. Abb. 13) it anzumerken, dal3 die in der betreffenden Brutsaison gewonnenen Proben
nicht zufdlig Uber das gesamte Versuchsgebiet verteilt waren (sa 3.1.2). Vidmehr wur-
den bestimmte Tellared e besondersintensv beprobt, d.h. in loka begrenzten Aredlen des
Untersuchungsgebietes wurden tellweise deutlich mehr Mannchen analysiert, s dies auf
der Basis der Daten zur Gesamtpopulation den Anschein hat. Der Sch durch die réumlich
geklumpte Beprobung im Vergleich zu den anderen Jahren ergebende Unterschied hin-
schtlich der Lage des betreffenden Wertepaares konnte damit auch darauf hindeuten, dal3
Weibchen EPCs vornehmlich mit Mannchen aus der néheren Umgebung eingehen (s.a
3.5.1).
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Anteil EPY mit identifiziertem Vater [@®]

Anteil beprobter Mannchen [A]
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Abb. 13: Anteil der EPY, fur diein den Jahren 1993 bis 1996 der genetische Vater identifiziert
werden konnte (@), und Anteil der Mannchen, die in bezug auf die Gesamtzahl der Brutansatzein
der jeweiligen Brutsaison beprobt wurden und damit fiir die Suche nach den genetischen Vatern

zur Verflgung standen (a).
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3.5 EinfluB proximater Faktoren auf dem Individualniveau

Diein Kapitel 3.3 auf dem Populationsniveau durchgeftinrten Anaysen zum maglichen
Einfluf3 proximater Faktoren auf die EPY - Raten liel¥en keinen derartigen Zusammenhang
erkennen. Dabe it dlerdings zu beriicksichtigen, dal3 die betreffenden Andysen sich
»hur’ auf vier Jahre stiitzten. Das V orhandensein eines Einflusses der réumlichen und/oder
zaitlichen Verflgbarket von Kopulationspartnern auf die EPY-Raten kann daher keines-
fdls sicher ausgeschlossen werden. Zudem legen theoretische Erwédgungen und friihere
Untersuchungen nahe, dal3 limitierende Faktoren insbesondere loka wirksam werden (vgl.
Lubjuhn et al. 1999 a, 2001). Daher s0ll im folgenden auf dem Individuaniveau untersucht
werden, ob die raumliche und zeitliche Verfligbarket potentieller Kopulationspartner das
Zugtandekommen von EPCs beainflu¥. Die Bass fur derartige Analysen lieferte die er-
folgreiche Identifizerung der EPMs (s. 3.4.2).

3.5.1 Limitierungen durch die Entfernung zu potentiellen EPC-Partnern

Mit Hilfe der Daten zu den genetischen Vétern der EPY |18 sch eine Art ,, Aktionsradius'
fur EPCs bestimmen. Geht man davon aus, dal3 die Weibchen EPCs initiieren und hierzu
das eigene Revier verlassen (zur Richtigkeit dieser Annahme bel Kohimeisen s. Strohbach
et al. 1998), s0 2elt der Abstand vom Nistkasten eines Weibchens zum Nistkasten seines
jewelligen EPC-Partners ein gutes Mal3 fir die Entfernung dar, die weibliche Kohimeisen
fur Kopulationen aul¥erhab des Paarbundes zurticklegen. Vergleicht man die von Welb-
chen fr EPCs tatsachlich zurtickgelegten Distanzen mit denjenigen, die auf Basis der rea-
len raumlichen Vertellung der Brutpaare per Zufal zu erwarten waren, so lassen sich dar-
aus erge Schliisse auf einen potentiellen Zusammenhang zwischen dieser rdumlichen

K omponente und dem EPC-Verhdten der Weibchen ziehen.

Um die entsprechenden Anaysen durchftihren zu kénnen, wurden zunéchst die Entfernun-
gen zwischen den Weibchen und ihren EPC-Partnern (n = 59°) ermittelt und die betreffen-
den Daten dann in 50 m-Klassen zusammengefd (s. Abb. 14). Anschlief3end wurde auf
der Basis der realen réumlichen Verbreitung der Brutpaare in den Jahren 1993 bis 1996 die
Verteilung berechnet, welche sich bel zufdliger, d.h. von der Entfernung unabhdngiger,

Wahl eines Ménnchensim Radius von 650 m ergeben wiirde (s. Abb. 14).

Die Andyse der erhadtenen Datenséize zeigte, dal3 Sich die erwartete und beobachtete Ver-
teilung satigtisch sgnifikant voneinander unterschieden (KS-Test: p < 0,001, s.a.

ADbb. 14). In 79,7% dler Féle (47 von 59) wurden Mannchen as EPC-Partner gewdhlt,
deren Nigkéasten in einer Entfernung von bis zu 150 m lagen. Danech fdlt die Zahl der
nachgewiesenen Fdle drastisch ab (s. Abb. 14). Mannchen, deren Bruthdhlen sich zwar
innerhab des fir die V dersuche veranschlagten Radius von 650 m befanden, aber welter

Insgesamt handelte es sich um 61 verschiedene Kombinationen von Weibchen und EPC-Partnern (vgl.
3.4.2). Da zwei genetische Véter allerdings nur Uber Blutproben aus der Zweitbrut ermittelt werden konn-
ten und Angaben zum Brutort der betreffenden Erstbruten fehlten, reduzierte sich der zur Anayse zur

Verfligung stehende Datensatz um diese beiden Félle.
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as 400 m von der Focushohle entfernt lagen, konnten niemals als EPC-Partner nachgewie-
sen werden (s. Abb. 14). Damit ist gezeigt, dal3 Weibchen ihre EPC-Partner in bezug auf
die Entfernung nicht zufdlig aus der Grundpopulaionen auswahlen (zu mdglichen Ursa
chen, s. Kap. 4).

Alle bisher dargestdllten Befunde zu den identifizierten genetischen Véern bezogen sich
auschlieldich auf Erstbruten. Obwohl fur Zweltbruten aufgrund der kleinen Stichprobe
(s. 3.2.2) nur wenige EPMs ermittelt werden konnten, soll hier kurz auf die diesbeziiglich
en Daten eingegangen werden, da Sie wegen der sgnifikant hoheren EPY-Rate in Zweit-
bruten (s. 3.2.2) an dieser Stelle relevant erscheinen.

Fur die EPY aus Zweitbruten konnten drel EPMs ds genetische Véter identifiziert werden,
die selber jeweils nur durch eine Ergtbrut vertreten waren. In dlen drel Féllen lag die Di-
danz z2wischen dem Zweitbrut- Nistkasten des betreffenden Weibchens und dem Nistkasten
der Ergtbrut des jeweiligen genetischen Vaters zwischen 150 und 200 m. Damit lagen die
Entfernungen in dlen Falen aul¥erhadb des 150 m Radius, in dem sich 79,7% der geneti-
schen Véter fir die Erstbruten finden lief3en (s.0.). Zwel der drel Zweitbrut-Weibchen hat-
ten in ihrer Ergtbrut keine EPY. Obwohl das dritte Weibchen in seiner Erstbrut ein EPY

mit demsalben EPM wiein der Zweitbrut hette, lag die EPY-Ratein der Erstbrut deutlich
niedriger (Erstbrut: 12,5% [1 von 8], Zweitbrut: 83,3% [5 von 6]).

2 Haufigkeit
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<0,001
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15 1
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Abb. 14: Entfernungen (in 50 m-Klassen) zwischen den Nistkasten der Weibchen und denBrut-
hohlenihrer EPC-Partner (@ ) fur die Jahre 1993 bis 1996 (die Verteilungen der einzelnen Jahre
unter schieden sich diesbeziiglich nicht voneinander; KS-Tests: pjeweils?® 0,28). ImHintergrund
(p) ist die Verteilung dargestellt, welche sich bei einer zufélligen Wahl der EPC-Partner imRadi-
usvon 650 mauf Basisder realen raumlichen Verteilung der Brutenin den Jahren 1993 bis 1996
ergeben wirde. Das angegebene S gnifikanzniveau bez eht sich auf den Verglei ch von beobachteter

und erwarteter Verteilung mit Hilfe eines Kolmogorov-Smirnov-Tests (s.a. Text).
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Die Befunde zu den Zweitbruten stehen trotz der grof3eren Entfernungen zwischen den
Nistk&sten (jeweils > 150 m) nicht in Widerspruch zu den Befunden fir die Erstbruten: Da
die identifizierten genetischen Véter keine eigene Zweitbrut hetten, waren sie zum betref-
fenden Zeitpunkt auch keinen Zwangen in bezug auf das egene Brutgeschéft unterworfen,
wie z.B. Partnerbewachung oder Revierverteidigung. Dies konnte dazu geftihrt haben, dal3
dgeihren Aktivitésradius im Vergleich zur Erstbrut deutlich vergrofZerten und sich damit
wahrend der Zweitbrutphase im EPC-Aktionsradius der betreffenden Weibchen befanden.
Die grolzeren Entfernungen konnen deshadb unter Umstdnden auch ds ein erster empiri-
schen Hinweis fir die Richtigkeit bestimmter Uberlegungen zur Erklarung der hoheren
EPY -Raten in Zweitbruten gewertet werden. Der betreffende Erklarungsansatz (s. Lubjuhn
et al. 2001) geht ndmlich ebenfals von einem Andtieg in der Verfligbarkeit potentieler
Paarungspartner fur Weibchen wahrend der Zweitbrutphase aus, der durch Mannchen ohne
elgene Zweitbrut zustande kommt.

3.5.2 Limitierungen in bezug auf die Synchronitat des Brutgeschdafts

Neben der raumlichen Distanz zu potentiellen EPC-Partnern konnte auch noch eine zeitli-
che Komponente relevant sein, die sich auf die Synchronitét der Brutpaare bezieht. So
kénnten z.B. Mannchen, dieihr eigenes Weibchen wahrend der fertilen Phase bewachen
mussen, nur eingeschrankt a's Kopulationspartner fir EPCs zur Verfiigung stehen (vgl.
3.3).

Um den mdglichen Einflul? des Faktors Brutsynchronitét auf dem Individuaniveau zu ane-
lyseren, wurde dnlich vorgegangen, wie bel den Untersuchungen zum potentiellen Ein-
fluf3 des Faktors Digtanz. Als Ma3 fir die Synchronitét der betreffenden Bruten, dso die
Brut des Weibchen und die Brut des jeweiligen EPC-Partners, wurde die Differenz im Le-
gebeg nn herangezogen. Begann das Focusweibchen vor dem Weibchen des EPC-Partners
mit der Eigblage, so wurde die Differenz ds positiver Wert ausgedriickt, im umgekehrten
Fdl ds negativer Wert. Die Vertelung der so fir Weibchen und ihre EPC-Partner ermittel-
ten Werte (n = 59, s.a. Ful3notein 3.5.1) wurde mit der Verteilung verglichen, die auf Basis
der realen Legebeginndifferenzen der Jahre 1993 bis 1996, bel Wah! der EPC-Partner un-
abhangig von der Synchronitét, zu erwarten gewesen wére (s. Abb. 15). Die beiden Verte-
lungen unterschieden sich Satistisch nicht voneinander (KS-Test: p = 1,0; s.a. Abb. 15).
Weibchen bevorzugen a's EPC-Partner so weder M&nnchen mit relativ synchronen Bru-
ten (die beobachtete Vertellung der Legebeginndifferenzen hétte in diesem Fal stark ge-
klumpt um ene Differenz von Null Tagen liegen miissen) noch M&nnchen mit reaiv
asynchronen Bruten (in diesem Fal hétten gehauft grof3e positive und/oder negetive Lege-
beginndifferenzen auftreten miissen). Demnach |3 sich auch bel einer Andlyse auf dem
Individuaniveau kein Hinweis fir enen Einflul? der Brutsynchronitét auf das Zusande-
kommen bzw. Nicht-Zustandekommen von EPCs finden (vgl. 3.3).
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Abb. 15: Legebeginndifferenzen zwischen den EPC-Weibchen und den Weibchen ihrer EPC-
Partner (g ) fur die Jahre 1993 bis 1996 (die Verteilungen der einzelnen Jahre unterschiedensch
diesbeziiglich nicht voneinander; KS-Tests: pjeweils3 0,20). Positive Differenzen stehenfir die
Félle, in denen das Focusweibchen vor dem Weibchen des EPC-Partnersmit der Eiablagebegann,
negative Werte entsprechend fir die umgekehrte Stuation. ImHintergrund § ) ist die Verteilung
dargestellt, welche sich bei einer zufélligen Wahl des EPC-Partnershinsichtlich der Legebeginn-
differenz auf Basisder realen zeitlichen Verteilung der Brutenin den Jahren 1993 bis 1996 erge-
ben hétte. Das angegebene S gnifikanzniveau bezieht sich auf den Vergleich von beobachteter und
erwarteter Verteilung mit Hilfe eines Kolmogorov-Smirnov-Tests (s.a. Text).

3.5.3 Kénnen proximate Faktoren das Nicht-VYorhandensein von EPY
erklaren?

Die in den vorangegangenen Kapiteln dargestellten Ergebnisse zeigen, dal’ die Entfernung
zu potentiellen Kopulationspartnern das Zustandekommen von EPCs beainfluf (s. 3.5.1),
die Synchronitét der Brutpaare hingegen nicht (s. 3.5.2). Diese Resultate fihren zu der
Frage, inwieweit sich das Vorhandensain bzw. Nicht-Vorhandensein von EPY in den u+
tersuchten Ergtbruten unter Umsténden generell durch die lokae Brutpaardichte erkl&ren
Ers

Um dieser Frage nachzugehen, wurden dle andysierten Erstbruten der Jahre 1993 bis
1996 einer von zwel Gruppen zugeordnet. Zum einen waren dies Bruten ohne benachbartes
Brutpaar im Umkreis von 150 m, zum anderen Bruten mit einem oder mehreren Nachbarn
innerhab desselben Radius. Wenn Welbchen bezliglich des Zustandekommens von EPCs
durch die hierfir zurtickzulegende Entfernung limitiert sind (s. 3.5.1), so wirde manin
Bruten von Weibchen ohne Nachbarn im Umkreis von 150 m sdltener EPY erwarten dsin
der anderen Gruppe. Abbildung 16 zeigt, dal3 der Unterschied im Antell der Bruten, die
EPY enthidten, numerisch tatséchlich in diese Richtung weist. Wéhrend sich fir Web-

chen ohne benachbartes Brutpaar im Umkreis von 150 min nur 17% (1 von 6) der Bruten
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EPY nachweisen lief3en, waren es fir Weibchen mit mindestens einem benachbarten Brut-
paar 35% (79 von 227). Der Unterschied ist dlerdings nicht signifikant (?-Test: p = 0,67).
Dies konnte aber auch mit der kleinen Stichprobe fir Weibchen ohne Nachbarn in eéinem
Umkreis von 150 m zusammenhéngen, da der Unterschied selbst dann nicht signifikant
wirde, wenn auch das einzige Welbchen mit EPY aus der Gruppe ohne Nachbarn keine
EPCs eingegangen wére (ein entsprechender 7-Test ergébe in diesem Fall p = 0,10).

Unabhangig von der Frage, ob Bruten von Weibchen ohne Nachbarn im Umkreis von
150 m sdtener EPY enthaten d's solche von Weibchen mit einem oder mehreren benach-
barten Brutpaaren in diesem Radius, kann festgehdten werden, dal3 in der Bahrdorfer
Kohlmeisen-Population fur die Jahre 1993 bis 1996 nur insgesamt 6 von 233 Weibchen
(2,6%0) nach dem in Kapitel 3.5.1 festgelegten Entfernungskriterium limitiert waren (s.a.
Abb. 16). Dies bedeutet, dal3 das Nicht-Vorhandensain von EPY in Kohlmeisen-Erstbruten
nur in setenen Ausnahmefdlen durch das Fehlen von potentiellen EPC-Partnern erklért
werden kann. Fir die Varianz in bezug auf das Vorhandensain von EPY missen folglichin
den dlermegten Fallen andere Erkl&rungsansdtze gefunden werden. Dadie bis zu diesem
Punkt der Arbeit erzielten Ergebnisse nahelegen, dal3 fast dle Weibchen die Méglichkeit
zu EPCs hatten, setzt sich das folgende Kapitel konsequenterweise mit Erklérungsansdizen
ausainander, die mogliche ultimate Einflul3grolien in das Zentrum der Betrachtung stellen.
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Abb. 16: Vergleich des Anteilsder Bruten, die EPY enthielten, fir Weibchen ohne benachbartes

Brutpaar und Weibchen mit mindestens einem benachbarten Brutpaar im Umkreis von 150 m
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3.6 EinfluB ultimater Faktoren auf das Auftreten von EPY

Die bisher dargestellten Ergebnisse machen deutlich, dal3 proximate Faktoren— im vorlie-
genden Fall die Entfernung zu potentiellen EPC-Partnern — das Zustandekommen von Ko-
pulationen aulierhab des Paarbundes mit beeinflussen kdnnen (s. 3.5.1). Der Einfluld dieser
Varigble kann dlerdings in den meisten Fallen nicht erkl&ren, warum bestimmte Weibchen
EPCs eingehen, andere hingegen nicht, da bel fast alen Weibchen mindestens ein benach
bartes Brutpaar im EPC-Aktionsradius vorhanden war (s. 3.5.3). Das folgenden Kapitel
Setzt Sch daher mit wateren Erkl&rungsansétzen zur Varianz im Verhaten der Welbchen
bezliglich des Auftretens von EPY ausainander. Se beziehen gch auf mdgliche ultimate
Einflugrdlien, diein der Literatur im Zusammenhang mit dem Auftreten von EPCs disku-
tiert werden.

Zum maglichen Nutzen von Kopulationen auf3erhal b des Paarbundes fir Weibchen werden
verschiedene Moddle diskutiert (s. Ubersichten in: Westnest et al. 1990, Birkhead &
Mgdller 1992, Kempenaers & Dhondt 1993). Die folgenden Analysen konzentrieren sich
auf zwel dieser Hypothesen (auf weltere Hypothesen wird in der Diskusson eingegangen,
s. Kap. 4). Beide Hypothesen postulieren einen indirekten Nutzen von EPCs fUr die Weib-
chen, der auf eine Verbesserung der genetischen Qualitét der Nachkommen abzidt:

() , Gute Gene" -Hypothese: Weibchen gehen Kopulationen aulZerhalb des Paarbundes
mit solchen M&nnchen ein, deren genetische Quditét (in Form erblicher, phénotypi-
scher Qudlitét bezogen auf Umwadt-1nteraktionen oder Attraktivitét bel der Partner-
wahl) digenige des Paarpartners tbertrifft (Kempemnaers & Dhondt 1993, Mdler
1994, Petrie 1994, Halledlquist et al. 1996, Kempemnaers et al. 1997, 1999, Saino et
al. 1997. Sheldon et al. 1997). Dieser Hypothese zufolge sind die genetischen Qudli-
téten der einzelnen Ménnchen rldiv zueinander zu bewerten Sie stehen aber unter-
einander fur jedes Weibchen in derselben klaren hierarchischen Beziehung.

(i)  Kompatibilitats-Hypothese: Welbchen gehen dann Kopulationen aufl3erhalb des Paar-
bundes ein, wenn die genetische Qualitét (s.0.) der Nachkommen durch den Syner-
gsmus beider Genome digenige von Nachkommen aus K opulationen mit dem Paar-
partner Ubertrifft (Kempemnaers & Dhondt 1993, Kempemnaers et al. 1999, Zeh &
Zeh 1996, 1997). Diesar Hypothese zufolge wiirde die genetische Qualitét zweier
Mannchen nicht fir ale Weibchen in derselben hierarchischen Beziehung zueinander
stehen. Stattdessen wére Se von dem Genom des jewelligen Welbchens abhéngig
und damit unter Umsténden fir verschiedene Weibchen unterschiedlich.

Aus beiden Hypothesen lassen sch spezifische Vorhersagen ableten, die auf Basis der
vorliegenden Daten gepriift werden konnen. Ein Tell dieser Vorhersagen sollte bel Zutref-
fen beider Hypothesen erfiillt sein und grenzt Se somit ,,nur* gegen die Nullhypothese &b,
die besagt, dal3 kein indirekter Nutzen durch eine Erhdhung der genetischen Qualitét der
Nachkommen vorhanden igt (s. 3.6.1 und 3.6.4). Andere V orhersagen unterscheiden sich
dlerdings unter den von beiden Hypothesen gemachten Annahmen und erlauben somit
zwischen ihnen zu differenzieren (s. 3.6.2 und 3.6.3).
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3.6.1 EinfluB vermehrter EPC-Moglichkeiten auf die EPY-Rate

Abhéngig von der Wahrscheinlichkeit innerhab des EPC- Aktionsradius eines Weibchens
(2150 m, vgl. 3.5.1) ein gesignetes Mannchen furr Kopulationen aul¥erhab des Paarbundes
anzutreffen, 183 sch in bezug auf die EPC-Rate eine spezifische Erwartung formulieren.
Sowohl unter den Annahmen der ,, Gute Gene'- Hypothese a's auch unter den Annahmen
der Kompatibilitéts- Hypothese wéare zu erwarten, dal? die Wahrscheinlichkeit ein genetisch
hochwertigeres bzw. kompatibleres Mannchen zu finden mit der Anzahl potentidler EPC-
Partner im EPC-Aktionsradius steigt. Dementsprechend sollten Kopulationen aul3erhalb
des Paarbundes bei Weibchen mit nur einem benachbarten Brutpaar im Umkreis von

150 m sdtener nachzuweisen sein ds bel Welbchen mit zwel oder mehr Brutpaaren inner-
halb dieses Radius.

Um diese Vorhersage zu prifen, wurden die Weibchen der analysierten Erstbruten von
1993 his 1996 — wie schon in Kapitel 3.5.3 —in zwe Gruppen aufgetellt. Dabel wurde zwi-
schen Weibchen mit genau einem welteren Brutpaar im EPC- Aktionsradius von 150 m und
Weibchen mit zwe oder mehr potentiellen EPC-Partnern unterschieden. Weibchen ohne
benachbartes Brutpaar im betreffenden Radius wurden von der Anayse ausgeschlossen, da
eine Limitierung dlein durch die Entfernung zu potentidlen Paarpartnern nicht auszu-
schlielfenigt (s. 3.5.3). Als Mal fur die EPY-Rate wurde wieder der Antell an EPY-Bruten
an der Gesamizahl untersuchter Bruten in beiden Gruppen gewéhlt (s. Abb. 17). Mit 38%
(73 von 190) fanden sich bet Weibchen mit mindestens zwei benachbarten Brutpaarenim
Ummkreis von 150 m sgnifikant mehr Bruten mit EPY ds mit nur 16% (6 von 37) bel
Weibchen mit einem enzigen potentiellen EPC-Partner innerhalb des betreffenden Radius
(7-Test: p = 0,009; s. Abb. 17).
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Abb. 17: Vergleich des Anteils der Bruten, die EPY enthielten, fur Weibchen mit genau einem
benachbarten Brutpaar und Weibchen mit zwei oder mehr benachbarten Brutpaaren im Umkreis

von 150 m. Das angegebene Sgnifikanzniveau bezieht sich auf den entsprechenden ?-Test.
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Dieses Ergebnis it — wie eingangs bereits erwahnt — mit beiden Hypothesen zum indirek-
ten Nutzen von EPCs fir Weibchen vereinbar. Bel enigen anderen Hypothesen zum adap-
tiven Wert von EPCs fir Weibchen wére ein solcher Unterschied hingegen nicht zu erwar-
ten (s. Kap. 4). Unabhdngig von seiner Bedeutung hingchtlich der Diskusson um einen
maglichen Nutzen von EPCs fir Weilbchen macht der Befund noch einmal deutlich, dal?
der Radius von 150 m fir die Weibchen tatschlich rdlevant zu sein scheint (sa. Kap. 4).

3.6.2 Reziproker ,Betrug”

Wird ein Mannchen a's EPC-Partner gewahlt, dessen Weibchen ihn salbst mit dem Paar-
partner der betreffenden EPC-Partnerin ,, betrogen” hat, so spricht man von reziprokem
»Betrug”. Auf der Basis der ,, Gute Gene'-Hypothese, die davon ausgeht, dal? die geneti-
sche Qualitét der einzelnen Ménnchen in einer fir dle Weibchen gleichen, hierarchischen
Beziehung zueinander steht, ist das Auftreten von reziprokem ,, Betrug* dlenfalsin Aus-
nahmefdlen zu erwarten. Den Annahmen der Kompatibilitéts- Hypothese wiirden derart
zirkulére Zusammenhange hingegen nicht widersprechen. Hier kann die genetische Quali-
tét des potentiellen EPC-Partners nicht isoliert betrachtet werden, da die Kompetibilité mit
dem Genom des Weibchens ausschlaggebend ist. Fir jedes Weibchen konnte dso ein je-
wells anderes Mannchen die optimalen genetischen V oraussetzungen zur Verbesserung der
genetischen Qualitét der Nachkommen besitzen, was dann auch reziproken ,, Betrug® zur
Folge haben konnte.

Auf Grundlage der Daten zu den identifizierten genetischen Vétern der EPY (n = 61, vgl.
34.2) liefl3sch die Frequenz reziproken ,, Betrugs® feststellen. Die betreffenden Analysen
zeigten, dal3 er keinesfdls eine Ausnahmeerscheinung darstellt, da 16,4% der M&nnchen
(10 von 61) in reziproken ,,Betrug” verwickelt waren (s. Abb. 18, Fal A). Die Frequenz
erhoht sich noch, wenn man einen Spezidfal von reziprokem ,,Betrug® mit einbezieht, fir
den ebenfdls die eingangs geschilderten Erwartungen zutreffen. Anders ds beim rezipro-
ken ,Betrug* im engeren Sinne (s.0.) waren in diesem Fall drel Brutpaare beteiligt (im
folgenden ds A, B und C bezeichnet). Weibchen A hatte Nachkommen mit Ménnchen B,
Weibchen B mit M&nchen C und Weibchen C wiederum mit M&nnchen A (vgl. Abb. 18,
Fdl B). Auch dieser Fdl widerspricht klar der Annahme, dal3 die genetische Qualitét der
Mannchen in einer fir ale Webchen identischen, hierarchischen Struktur zueinander steht.
Integriert man diesen Fal in die Auswertung, so waren insgesamt 21,3% der Méannchen
(13 von 61) in reziproken ,, Betrug* verwickelt. Die Ergebnisse sprechen damit gegen en
Zutreffen der , Gute Gene'-Hypothese. Mit den Annahmen der Kompatibilitéts- Hypothese
sgnd Severenbar.
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Abb. 18: Relative Haufigkeit des Auftretens von reziprokem,, Betrug” , ermittelt auf Basis der
Daten zu den identifiz erten genetischen Vatern der EPY. A und B fassen die Falle zusammen, bel
denen Manncheninreziproken, Betrug” verwickelt waren (weitere Erlauterungen, s. Tex); C gibt
die Frequenz der Mannchen an, fuir die anhand der molekul argenetischen Unter suchungen keine
Verwicklung in reziproken ,, Betrug” nachgewiesen werden konnte.

3.6.3 Uberleben der Mé&nnchen

Auch in bezug auf das Uberleben der Mannchen lassen sich aus den beiden Hypothesen
unterschiedliche Vorhersagen ableiten. Als Mali fiir die Uberlebensraten der Mannchen
wurde bei der Uberpriifung dieser Vorhersagen jeweils die Wiederfangrate herangezogen.
Dieser Wert sollte aufgrund der ausgepragten Brutortstreue adulter Kohlmeisen (Glutz von
Blotzheim & Bauer 1993) mit den tatsichlichen Uberlebensraten nahezu identisch sain.
Be der Ermittlung der Wiederfangraten wurden jewells die beiden folgenden Brutjahre
bertickschtigt (entsprechende Aufzeichnungen lagen auch fir die Brutsaison 1997 und
1998 vor). Wegen der weiter unten aufgefilhrten Griinde wurden in bezug auf das Uberle-
ben der M&nnchen zwe unterschiedliche Vergleiche durchgeftihrt: Zum einen wurde das
Uberleben von ,, betrogenen und nicht ,, betrogenen” Mannchen miteinander verglichen,
zum anderen das Uberleben der soziden und genetischen Véter der EPY.

Uberleben ,,betrogener“und nicht , betrogener“ Midnnchen

Folgt man der ,, Gute Gene'-Hypothese, so sind Mannchen, die von ihrer Paarpartnerin
»Detrogen” werden, von geringerer genetischer Quaitét ds Mannchen, die nicht ,, betro-

gen* werden. Ergtere sollten daher seltener bisins néchste Jahr Uberleben ds letztere (vgl.
Kempenagrs et al. 1992, 1997). Unter den Annahmen der Kompatibilitéts- Hypothese wére
en solcher Unterschied hingegen nicht zu erwarten, da die genetische Qudlitét hier einzig

die Kompatibilitét zum Genom des Weibchens widerspiegdt und keine Aussagen Uber die
absolute Qualitét der Mannchen zul&é.
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Entgegen der Vorhersage, die aus der ,, Gute Gene'-Hypothese abgeleitet wurde, lief3sich
in keiner Brutsaison ein signifikanter Unterschied im Uberleben von ,, betrogenen’ und

nicht ,, betrogenen* Méannchen feststellen (7-Tests: p jeweils3 0,23; s. Abb. 19; der jewei-
lige Stichprobenumfang ergibt sich aus den in Tab. 2 fir Erstbruten angegebenen Werten) .
Auch nach Zusammenfassen der Daten dler Jahre zeigte Sch kein Unterschied zwischen
den Uberlebensraten beider Mannchengruppen (nicht ,, betrogene® Mannchen: 49 von 153,
, betrogene* Mannchen: 26 von 80; 7-Test: p = 0,94).

Die Ergebnisse widersprechen damit der aus der ,, Gute Gene'-Hypothese abgeleiteten Vor-
hersage. Es mul3 hier dlerdings eine Einschrankung gemacht werden: Die Andysen zum
Auftreten von EPY in Zweitbruten (s. 3.2.2) machen deutlich, dal3 die Zuordnung der
Mannchen zu den Gruppen ,, betrogene* bzw. nicht ,, betrogene’ Mannchen aufgrund des
tellweise inkonsstenten Verhdtens auf Seiten der Weibchen problematisch sein kann. So
wird bei den oben fUr die Ergtbruten durchgeftihrten Anadlysen ein Tell der Mannchen, die
wahrend der Zweitbrut ,, betrogen” wurden, in die Gruppe nicht ,, betrogener M&mnchen
eingeordnet (vgl. 3.2.2, Abb. 4). Friihere Untersuchungen zeigen zudem, dal3 sch Weib-
chen hingchtlich des Auftretens von EPCs auch in aufeinanderfolgenden Jahren unter-
schiedlich verhaten konnen, obwohl se mit demselben Mannchen verpaart snd (s. Lub-
junn et al. 1999 ). Die aus diesen Griinden bei der Zuordnung der Mannchen in die jewe-
lige Gruppe resultierende Unschérfe der Datenséitze kdnnte einen im Sinne der ,, Gute Ge-
ne‘-Hypothese vorhandenen Unterschied verwischen. Durch die Identifizierung der geneti-
schen Véter (s. 3.4.2) lassen sich die genannten Schwierigkeiten dlerdings umgehen (su.).
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Abb. 19: Wiederfangraten fur diein den einzelnen Unter suchungsjahren ,, betrogenen” und nicht

» betrogenen” Mannchen (s.a. Text).
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Uberleben sozialer und genetischer Viiter von EPY

Fir einen paarweisen Vergleich der Uberlebensraten von sozialen und genetischen Vitern
gelten die oben genannten Einwande nicht, dader ,, Gute Gene'*-Hypothese zufolge der
tatséchliche Vater enes EPY immer eine hohere genetische Quditét aufweisen sollte ds
der soziale Vater. Auf der Basis der ,, Gute Gene'-Hypothese wére also zu erwarten, dal3
die genetischen Véter von EPY haufiger ins néchste Jahr Uberleben ds die jewelligen so-
ziden Véter. Unter den Annahmen der Kompatibilitéts-Hypothese gilt dies aus den oben
genannten Griinden nicht.

Um enen direkten Vergleich zu ermdglichen, wurden dle Paare von soziden und geneti-
schen Vétern (n = 61) auf das Uberleben der einzelnen Méannchen hin tberprift. Abbil-
dung 20 zeigt die betreffenden Resultate. Fir die statistische Auswertung relevant sind
dabel die Fdle, in denen nur eines der beiden Mannchen Uberlebte (s. dunkle Bakenin
Abb. 20). Der entsprechende Test zeigte, dal3 diesbeziiglich kein Unterschied zwischen
genetischen und soziden Vétern besteht (Vorzeichen-Test: p = 0,44).

30 - N
Mannchen

25 9=  wiedergefangen
=9 nicht wiedergefangen
20 1

15 A

10 1

Anzahl Brutpaare

gh =
b =

= soziale Vater der EPY
el genetische Vater der EPY

1]

Abb. 20: Paarweiser Vergleich zum Uberleben der sozialen und genetischen Vater der EPY. Die
hellgrauen Balken (g ) repréasentieren Falle, in denen entweder beide (n = 8) oder keinesder beai-
den Mannchen (n = 26) wieder gefangen werden konnte. Die dunkelgrauen Balkerg( ) gehenhin-
gegen fur die Falle, in denen entweder nur der soziale (n = 11) oder nur der genetische Vater

(n = 16) nachweislich tberlebte.
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Fazit

Der nach der ,, Gute Gene'*-Hypothese zu erwartende Unterschied im Uberleben verschie-
dener Gruppen von Mannchen (vgl. Kempenaers et al. 1992, 1997) konnte nicht nachge-
wiesen werden. Dies gilt sowohl fir den Vergleich der Uberlebensraten , betrogener und
nicht ,, betrogener* Mannchen as auch fiir den Vergleich der Uberlebensraten sozider und
genetischer Véter. Die Daten zum Uberleben der Mannchen sprechen somit ebenfalls ge-
gen en Zutreffen der ,, Gute Gene*-Hypothese. Den Annahmen der Kompatibilitéts-Hypo-
these widersprechen die Ergebnisse hingegen nicht.

3.6.4 Uberleben und Reproduktionserfolg der Nachkommen

Die bisher dargestellten Ergebnisse lassen ein Zutreffen der ,, Gute Gene'-Hypothese un
walhrscheinlich erscheinen. Mit der Kompatibilitéts-Hypothese sind die erzidten Befunde
hingegen vereinbar. Da die in den vorangegangenen beiden Kapiteln gepriften Vorhersa
gen aber jewells nur bel Zutreffen der ,, Gute Gene'*- Hypothese hétten erfiillt sein sollen,
snd die Resultate slbstverstdndlich nicht gleichbedeutend mit einer Verifizierung der
Kompatibilitéts- Hypothese. Daher soll abschlief3end einer V orhersage nachgegangen wer-
den, die sich aus beiden Hypothesen ableiten 1&% und die somit auch eine Verifizierung
oder Flsfizierung der Kompatibilitéts- Hypothese erlaubt. Die betreffende Vorhersage
bezieht sich auf das Uberleben und den Reproduktionserfolg der Nachkommen. Sowohl
die , Gute Gene'-Hypothese ds auch die Kompatibilitéts- Hypothese gehen von enem indi-
rekten Nutzen von EPCs fur Weibchen in Form einer Steigerung der genetischen Qualitét
der betreffenden Nachkommen im Vergleich zu ihren Halbgeschwistern aus (s. Definition-
enin 3.6). Um evolutionshiologisch relevant zu sein, muld sich dieser Nutzen, d.h. die ho-
here genetische Qualitét der EPY, entweder in einem besseren Uberleben oder in einem
hoheren Reproduktionserfolg der betreffenden Nachkommen niederschlagen.

Uberleben der Nachkommen

Als MaR fiir die Uberlebensraten der Nachkommen wurden, wie schon im vorangegange-
nen Kapitd (s. 3.6.3), die Wiederfangraten der individudl markierten Tiere in den folgen
den zwei Jahren herangezogen. Die Andyse erfolgte Uber einen paarweisen Vergleich des
Uberlebens beider Halbgeschwister- Gruppen innerhab der EPY-Bruten.

Insgesamt konnten 27 Jungtiere aus 15 EPY - Bruten wiedergfangen werden. In 9 Bruten
Uberlebte jewells nur ein einziger Nestling, fir die Gbrigen sechs Bruten konnten bis zu
sechs Jungvogel einer Brut wiedergefangen werden (3 x 2, 2 x 3 und 1 x 6 Nestlinge).
Dreimd Uberlebten aus einer einzelnen Brut sowohl en Tell der EPY dsauch ein Tell

ihrer Halbgeschwigter. In diesen Falen wurde fir den nachfolgenden Paarvergleich der
jewellige Antell der Uberlebenden Nestlinge an der betreffenden Halbgeschwistergruppe
im Nest berechnet und miteinander verglichen. Die anschlief3ende Analyse der Daten hin-
schtlich der Frage, ob die EPY besser Uberleben dsihre Habgeschwigter, erbrachte kei-
nen dgnifikanten Unterschied (Vorzeichen-Test: p = 0,12; s.a. Abb. 21). Entgegen der ein+
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gangs abgd eiteten Vorhersage war es sogar so, dal3 Féle, in denen die Nicht-EPY aus
EPY-Bruten besser Uberlebten asihre Habgeschwigter, deutlich hdufiger vorkamen
(n=11) alsder umgekehrte Fal (n = 4, s. Abb. 21). Der von beiden Hypothesen postulier-
te indirekte Nutzen von EPY bezogen auf ihre genetische Quditét in Form eines besseren
Uberlebens konnte also nicht nachgewiesen werden.

12 -
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Haufigkeit
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EPY > Nicht-EPY Nicht-EPY > EPY

Uberleben der Jungtiere aus EPY-Bruten

Abb. 21: Vergleich des Uberlebensvon EPY und Nicht-EPY aus densel ben EPY-Bruten auf Basis
der Wiederfangraten (s.a. Text). Unterschieden wird dabei zwischen Fallen, in denen die EPY pro-
zentual besser Uberlebten alsihre Halbgeschwister (EPY > Nicht-EPYl ), und dem umgekehrten
Sachverhalt (Nicht-EPY > EPYD ).

Reproduktionserfolg der iiberlebenden Nestlinge

Aus evolutionsbiologischer Sicht kdnnte sich ein indirekter Nutzen von EPCs auch in @-
nem erhohten Reproduktionserfolg der EPY niederschiagen. Daen paarweiser Vergleich
in diessm Kl nicht moglich war, danur in drel Fallen Nestlinge beider Halbgeschwigter-
gruppen aus derselben Brut Uberlebten (s.0.), mulde auf einen Gruppenvergleich ausgewi-
chen werden. Als Ma3 fiir den Reproduktionserfolg der Nestlinge wurde dabel die Anzahl
der Nachkommen im ersten nachweidichen Brutjahr herangezogen. Handelte es sich bel
den Uberlebenden Jungtieren um ein Weibchen, ging die Gesamtzahl der andyserten Erg-
brut-Nestlinge in die Auswertung ein. Fir Mannchen wurde die Anzahl der Nestlinge um
diein der betreffenden Erstbrut enthatenen EPY nach unten korrigiert. Fur die wiederge-
fangenen EPY betrug der so ermittelte Wert durchschnittlich 5,8 + 2,5 dungtiere (X £+ SD,
n = 5), fir ihre Halbgeschwister 7,1 + 2,0 Jungtiere (X + SD, n=21"; s. Abb. 22). Die
Werte unterschieden sich nicht signifikant voneinander (U-Test: p = 0,19) und lagen nume-

Fir die Brut eines Uberlebenden mannlichen Nestlings lagen keine Elternschaftsnachweise vor. Er wurde
daher von der betreffenden Analyse ausgeschl ossen.
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risch wieder entgegengesetzt zu dem, was man bel einer htheren genetischen Qualitét der
EPY ewarten wirde (s. Abb. 22). Ein indirekter Nutzen von EPCs &% sich dso auchin
bezug auf den Reproduktionserfolg nicht nachweisen.

=
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Reproduktionserfolg
[Anzahl Nachkommen]
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FPY Nicht-FPY

Jungtiere aus EPY-Bruten

Abb. 22: Reproduktionserfolg der als Brutvogel nachgewiesenen Jungtier e aus EPY-Brutenge-
trennt fir EPY und ihre Halbgeschwister (= Nicht-EPY).

Fazit

Weder in bezug auf das Uberleben noch in bezug auf den Reproduktionserfolg konnten
Unterschiede zwischen EPY und ihren Halbgeschwistern festgestelIt werden. Dies spricht
gegen einen indirekten Nutzen von EPCs fir Weibchen. Zwar ist die Stichprobe fir die
Andysen trotz des an sch umfangreichen Datenmaterids aufgrund der hohen Nestlings-
mortaitét vergleichsweise klein. Es wéren jedoch auch bei einer grofieren Stichprobe keine
anderen Resultate zu erwarten, da die numerischen Unterschiede in beiden Féllenin eine,
den Vorhersagen der ,, Gute Gene®- und der Kompatibilitéts- Hypothese entgegengesetzte
Richtung weisen. Die Analysen zum Uberleben und zum Reproduktionserfolg der Nest-
linge lassen damit begriindete Zweifd am Zutreffen beider Hypothesen aufkommen, deren
Bedeutung flr weitere Untersuchung zum Fortpflanzungsverhaten von Vogen an anderer
Stelle erortert wird (s. Kap. 4).



4 Diskussion

Multilocus DNA-Fingerprint Untersuchungen

Eine Vidzahl von Studien an verschiedenen Vogdarten konnte belegen, dal3 die Methode

des Multilocus DNA-Fingerprinting schere Abstammungsbegutachtungen bel Vogen er-

laubt (Ubersicht z.B. in Westneat & Sherman 1997). Dies gilt auch fur diein der vorliegen
den Untersuchung an Kohimeisen (Parus major) verwendete Restriktionsenzym/Oligonu-
kleotidsonden- Kombination Hae I11/(CA)s. Sie wurde bereitsin frilheren Untersuchungen
eingesatzt und liefert Bandenmusgter von hinreichender individueller Varigbilitét und Infor-
maivitét, um zwefddree Elternschaftbestimmungen bal Kohlmesen durchzufiinren (vgl.
Lubjuhn et al. 1993, 1996, 1999 a, 2001, Lubjuhn 1994, 1995, Krawczak & Lubjuhn 1995,
Strohbach et al. 1998, Lubjuhn & Sauer 1999).

In der insgesamt anayserten Stichprobe von 276 Bruten mit 1997 Nestlingen (s. 3.1.1)
konnten bel den betreffenden Andysen seben Jungtiere aus insgesamt vier Bruten identi-
fiziert werden, die keinem der beiden soziden Eltern zuzuordnen waren (s. 3.2.1). Ein sol-
cher Befund konnte a's Indiz fir das Auftreten von intraspezifischem Brutparasitismus
(I1SBP) gewertet werden (s. Definitionen in 3.2). Da | SBP bei Nesthockern ds Fortpflan-
zungsstategie jedoch eher eine untergeordnete Rolle spidt (MacWhirter 1989) und bel
Kohlmeisen bisher nicht sicher nachgewiesen werden konnte (Gullberg et al. 1992, Glutz
von Blotzheim & Bauer 1993, Goder 1993, Lubjuhn et al. 1993, 1999 a, Kempenaers et al.
1995, Verboven & Mateman 1997, Krokene et al. 1998, Strohbach et al. 1998), miissen
auch dternative Erklarungsansétze fir das V orhandensein der betreffenden sieben Jungtie-
reins Auge gefald werden (z.B. Uberbaute Gelege, Manipulation der Gelege durch Spa
Zierganger; s. 3.2.1). Ungeachtet der tatsachlichen Ursachen, die zu diesem Befund gefihrt
haben, kann aufgrund der geringen Frequenz festgehdten werden, dal3 ISBP bei Kohlmei-
sen keinestdls eine rege méliig auftretende dternative Fortpflanzungsstrategie darstelt.
Sollten die wenigen Falle tatsachlich auf |SBP zurtickzufiihren sain, ist es eher vorste lbar,
dal3 einzelne Weibchen gezwungen waren Eier in ein fremdes Nest zu legen, nachdem sie
ihren eigenen Nistkasten wahrend der Legephase aus irgendwel chen Griinden (z.B. Préda-
tion) aufgeben mulden (best of a bad job-Strategie). Da die Umsténde letztendlich nicht
gekléart werden konnten, wurden die betreffenden vier Bruten von dlen welteren Untersu-
chungen ausgeschlossen (s. 3.2.1).

Im Gegensatz zu | SBP konnte das Auftreten von Kopulationen auf¥erhab des Paarbundes
(extra-pair copulations, EPCs) innerhab der untersuchten Population haufig nachgewiesen
werden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen friiherer Untersuchungen (s. Gullberg et al.
1992, Lubjuhn et al. 1993, 1999 a, 2001, Lubjuhn 1994, 1995, Verboven & Mateman
1997, Krokene et al. 1998, Strohbach et al. 1998). Mit insgesamt 34,9% der untersuchten
Bruten, die mindestens ein Jungtier ds Resultat von EPCs enthielten (extra-pair young,
EPY), bzw. einem Anteil von 9,6% der EPY an der Gesamtzahl der analysierten Nestlinge
(s. 3.2.2) liegen Kohimeisen beziiglich der Frequenz dieses Verhdtens im mittleren Be-
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reich einer vergleichenden Studie, welche die EPY-Raten von 53 Singvoge arten erfald
(s. Westneat & Sherman 1997).

Be der Andyse der Elternschaften wurde in der vorliegenden Arbeit zwischen Ergt- und
Zweitbruten, sowie Nachge egen unterschieden (zur Definition s. 2.1.3.3). Dadiedrel
Bruttypen mit unterschiedlicher Intensitét beprobt wurden (s. 3.1.2) und sich die EPY-
Raten fur die Erst- und Zweltbruten unterschieden (s.u.), werden die Ergebnisse im folgen-
den zunéchst getrennt diskutiert, bevor néher auf die beobachtete Variagbilitét in den EPY-
Raten eingegangen wird.

Fur die Erstbruten lag das bei weitem umfassendste Datenmaterid vor (s 3.2.2). Hier
konnten in den Jahren 1993 bis 1996 in inggesamt 34,3% der 233 andyserten Bruten EPY
nachgewiesen werden. Thr Anteil an der Gesamtzahl andyserter Nestlinge lag bel insge-
samt 8,9%. Diese Werte liegen im Bereich der in friheren Untersuchungen bei dieser Vo-
gdart festgeste lten EPY-Raten zwischen 10,1-53,3% (bezogen auf Bruten) bzw. 3,5-
20,2% (bezogen auf Nestlinge; vgl. Gullberg et al. 1992, Lubjuhn et al. 1993, Verboven &
Mateman 1997, Krokene et al. 1998, Strohbach et al. 1998). Im Vergleich mit anderen
Meisenarten ergeben sch fur Blaumeisen (P. caeruleus) mit 28,6-51,4% bzw. 5,9-13,4%
sehr dhnliche Werte (s. Gullberg et al. 1992, Rathmann 1996, Kempenaers et al. 1997,
Krokene et al. 1998). Die Werte fur Erstbruten von Tannenmeisen (P. ater) liegen mit
65,9-75,0% fir den Antell der Bruten bzw. 25,3-27,1% fir den Antell der Nestlinge deut-
lich dartiber (s. Lubjuhn et al. 1999 b, Dietrich 2001).

Fur Zweitbruten lagen die in dieser Arbeit festgestellten EPY-Raten bezogen auf Bruten
bel 57,9% und bezogen auf Nestlinge bei 24,5% (s. 3.2.2). Durch einen Vergleich zwi-
schen den Ergt- und Zweltbruten identischer Brutpaare konnte dabel gezeigt werden, dal3
Zweitbruten eine Sgnifikant hthere EPY-Rate aufweisen (s. 3.2.2). Dieses Ergebnis
simmt mit bereits publizierten Untersuchungen an Kohlmeisen Uberein, welche auf der
Grundlage des vorliegenden Datenmaterids unter Einbeziehung weiterer Erst- und Zweit-
brutpaare durchgefhrt wurden (Lubjuhn et al. 2001). Wahrend bel der nahverwandten
Tannenmeise in ener umfangreichen Studie ahnliche Ergebnisse erzidlt werden konnten
(Dietrich 2001), gestdtet Sch das Bild be enem Vergleich mit Untersuchungen an ande-
ren Vogdarten uneinhatlich. Bem Haustyrann (Sayor nis phoebe) wurden Unterschiede in
der gleichen Richtung festgestellt (s. Conrad et al. 1998), wahrend fiir zwel weitere VVogel-
arten, den Kapuzenwadsanger (Wilsonia citrina, Stutchbury et al. 1994) und die Grasam+
mer (Passer culus sandwichens's, Freeman-Gdlant 1996), umgekehrte Verhdtnisse mit
sgnifikant héheren EPY-Raten in Erstbruten nachgewiesen werden konnten. Bel Rotr-
ammern (Emberiza schoeniclus) unterschieden sich die EPY-Raten in Erst- und Zweitbrut
dagegen nicht voneinander (Dixon et al. 1994). Unabhéngig von der Richtung der Veran
derung stdlt Sch in diesem Zusammenhang die Frage nach den Faktoren, welche die tell-
welse erhebliche Variation in den EPY-Raten bel Erst- und Zwaeltbruten hervorrufen. Auf
diesen Punkt soll aber — wie bereits erwdhnt — erst weiter unten in Zusammenhang mit der
Diskussion um Faktoren, die das Auftreten von EPCs generell beainflussen kénnen, einge-
gangen werden.
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Fur die Nachgelege war ein Vergleich mit den EPY-Raten in Erst- und Zweitbruten nicht
maoglich. Paarweise Vergleche, wie zwischen Ers- und Zweitbruten, konnten nicht durch
gefhrt werden, da es sich bei den Nachgelegen um Brutansétze handdlt, die aufgrund der
Aufgabe eines Erstbrutgel eges oder des frilhen Todes der betreffenden Jungtiere ds Er-
satzgelegeinitiiert werden (sa 2.1.3.3). Dies hat ndmlich unter anderem zur Folge, dal3
eine ldentifizierung der Altvogel wahrend der betreffenden Ergtbrutanséize unméglich ist
(der Fang der Altvoge erfolgte erst wahrend der Fltterung der acht- bis zwdlftagigen
Jungtiere, s. 2.1.3.4). Ferner it es aufgrund der Zuordnung der Brutansétze zu den einzel-
nen Bruttypen nicht auszuschliel¥en, dal3 sich die Gruppe der Nachgel ege inhomogen aus
Ergtbruten, echten Nachgelege und Zweitbruten zusammensetzt (s. 2.1.3.3). Diese Inho-
mogenitét wirde — zusammen mit der vergleichswese kleinen Stichprobe — die Aussage-
kraft der betreffenden Vergleiche weiter einschranken. Aus dlen genannten Griinden er-
scheint eine tiefergehende Betrachtung der fir die Nachgelege erzielten Werten daher we-
nig snnvall.

Ermittlung der genetischen Vater durch Mikrosatelliten-Analysen

Bevor im folgenden detallliert auf proximate und ultimate Faktoren und ihren mdglichen
Einflud auf die EPY-Raten eingegangen wird, sollen an dieser Selle zunéchst einige ande-
re Punkte zu den mit Hilfe der Mikrosatdlitent Analysen erzielten Daten erértert werden.

Mit Hilfe der beiden eigens fr diese Untersuchung etablierten Mikrosatdlitensysteme

2KM und 4KM (s. 2.2.2 und 3.4.1) lief¥en sich—in Kombination mit weiteren Multilocus
DNA-Fingerprint Anaysen— die genetischen Véter von insgesamt 61,7% dler EPY aus
Ergbruten auf effiziente Art und Weise identifizieren (s. 3.4.2). Dabei konnte wahrschein-
lich gemacht werden, dal3 Mannchen ohne eigenes Brutrevier (Sogenannte Floater) —wenn
Uberhaupt — nur unmal3geblich an der Reproduktion innerhalb der untersuchten Kohlmei-
sen-Population betelligt sind (s. 3.4.2.3). Diesist nicht unbedingt trivid, daz.B. Kempe-
naers et al. (2001) fur Baumschwalben (Tachycineta bicolor) ene massve Betelligung
mannlicher Floater an der Reproduktion in der von ihnen untersuchten Population nach-
weisen konnten. Waére dieses Phanomen bel Kohimeisen mit 8hnlicher Frequenz aufgetre-
ten, so hétte dies einige Schwierigkeiten nach sch gezogen: Dadie Adultvogd aus metho-
dischen Griinden beim Fiittern der Nestlinge gefangen wurden (s. 2.1.3.4), wére eine lden+
tifizierung von Mé&nnchen ohne egene Brut unmdglich gewesen. Eine massve Betelligung
nicht identifizierter Tiere an der Reproduktion hétte aber einen grof3en Antell ungeklarter
Vaterschaften zur Folge gehabt (s.a. 3.4.2.3), welcher wiederum die Interpretation der wei-
ter unten diskutierten Ergebnisse erschwert bzw. unméglich gemacht hétte.

Das mit Hilfe der Mikrosatellitensysteme erhaltene Datenmateria (61 verschiedene Kom-
binationen aus Weibchen und ihren EPC-Partnern, s. 3.4.2) bot fir Kohlmeisen ersmals
die Moglichket, eine Reihe weiterfihrender Andysen zur Fortpflanzungsbiol ogie durch
zufihren. Dabel konnte unter anderem gezeigt werden, dal3 Weibchen Kopulationen au-
[ferhab des Paarbundes meist mit nur eéinem einzigen Mannchen eingehen (s. 3.4.2.1).
Zwar enthielt ein Grofdeil der Bruten nur ein einzelnes EPY, aer auch in den meisten der
verblelbenden Féle war ein einzelnes Mamchen Vater dler EPY ener Brut (s. 3.4.2.1;
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vgl. Lubjuhn et al. 1996). Ferner konnte anhand der erzielten Daten gezeigt werden, dal3
Mannchen innerhadb einer Brutsaison meist nur in einer einzigen Brut durch EPY représen
tiert waren (s. 3.4.2.2). Beide Befunde kénnten sowohl durch proximate a's auch durch
ultimate Faktoren beainfluld sein. So kdnnte beispidsweise die geringe Zahl der EPC-Part-
ner enes Welbchens einersaits durch Limitierungen in der Anzahl verfligbarer M&mnchen
hervorgerufen werden (proximater Erklarungsansatz), andererseits aber auch dadurch, dal3
Weibchen aus evolutionsbiologisch relevanten Griinden keine EPCs mit weiteren Mam-
chen eingehen (ultimater Erkl&rungsansatz).

Unabhangig von den Faktoren, die fir das beobachtete EPY-Muster verantwortlich sind,
konnte auf der Basis der Daten zu den identifizierten genetischen Vétern eine Erhdhung
der Varianz im Reproduktionserfolg der M&nnchen durch EPY von 34,3% nachgewiesen
werden (s. 3.4.2.2). Daraus folgt, dal? sch bei Kohlmeisen durch Kopulationen aul3erhdb
des Paarbundes das Potentia fir die sexuelle Sdektion erhdht. Berechnet man einen ent-
sprechenden Index (s. Wade & Arnold 1980), so ergibt sich eine Steigerung des Sel ekti-
onspotentials durch EPY um den Faktor 1,5. Diese Steigerung liegt im Rahmen dessen,
was auch andere Autoren bei ihren Untersuchungen an verschiedenen Singvogelarten fest-
gellen konnten (vgl. Ubersicht in Maller 1998).

Be den Analysen zum tatsichlichen Reproduktionsarfolg der M&nnchen kam die vorlie-
gende Untersuchung zu einem aul3erst interessanten Befund: Die identifizierten geneti-
schen Véter der EPY (extra-pair males, EPMs) wurden haufiger von ihrer Paarpartnerin
»betrogen” dsdies auf der Basis der Daten zur Gesamtpopulation zu erwarten gewesen
waére (s. 3.4.2.2). Einen solchen Unterschied konnten die wenigen diesbeziiglichen Unter-
suchungen an anderen Vogdlarten bisher nicht feststellen (s. Gibbs et al. 1990, Y ezerinac
et al. 1995). Als mogliche Ursache fur die sgnifikant hohere , Betrugsrate® bel den EPMs
kommen Konflikte bel der Partnerbewachung in Betracht, auf die an anderer Stelle einge-
gangen wird. Festgehaten werden mul? hier dlerdings noch, dal3 die EPMs ihren Gesant-
reproduktionserfolg durch Kopulationen auf3erhalb des Paarbundes trotz des groferen ,, Be-
truggigkos' sgnifikant erhthen konnten (s. 3.4.2.2). Dies bestétigt die bidang sdten gete-
gete Annahme (zu Ausnahmen s. Gibbs et al. 1990, Y ezerinac et al. 1995, Stutchbury et
al. 1997), dal3 der adaptive Wert von EPCs fiir M&nnchen tatsachlich in einer Erhdhung
des Gesamtreproduktionserfolges liegt.

Einfluf3 verschiedener Varianzfaktoren auf die EPY -Raten

Die bel verschiedenen Vogearten festgestellten EPY - Raten weisen eine hohe Varigbilitét

auf (s. Ubersicht in Westneat & Sherman 1997). Sie reichen in bezug auf den Anteil der
Bruten, die EPY enhdten, von 0%, z.B. beim Steinkauz (Athene noctua, Mller et al.

2001) oder bei Buntfuf3sturmschwalben (Oceanites oceanicus, s. Quillfedt et al. 2001), bis
hin zu 95% beim audrdischen Pracht- Staffelschwanz (Malurus cyaneus, s. Mulder et al.
1994). Auch zwischen verschiedenen Populationen derselben Art lassen sich deutliche
Unterschiede feststellen (z.B. fur Trauerschngpper [Ficedula hypoleuca], s. Brin et al.
1996, Briin 1999, Lubjuhn et al. 2000). Desweiteren kann der Anteil der EPY an der Ge-
samtzahl der Nestlinge auch innerhab derselben Population zwischen verschiedenen Jah
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ren variieren, wie die Befunde der vorliegenden Arbeit deutlich machen (s. 3.2.2). Fragt
man sch, welche Einflul}grofien generdl am Zustandekommen von EPY-Raten betaligt
sein kdnnen, so mul’d zunéchst zwischen proximaten und ultimaten Faktoren unterschieden
werden. Zu beiden Kategorien potentieller Einflul3grofzen wurden in der vorliegenden Ar-
beit Untersuchungen durchgefihrt (sa 3.3, 3.5 und 3.6).

Proximate Faktoren

Es konnte gezeigt werden, dal? Sich die EPY-Raten bezogen auf die Gesamtzahl der unter-
suchten Nestlinge in der Bahrdorfer K ohlmeisent Population zwischen den einzelnen Jah
ren sgnifikant unterschieden (s. 3.2.2). Die Varianz wurde durch den Synergismus zweier
Faktoren hervorgerufen: Zum einen korrdlierte der Anteill an Weibchen, diein den einzel-
nen Jahren nachweidich EPCs eingingen, mit der EPY-Rate und zum anderen der prozen
tude Anteil der EPY innerhab von EPY-Bruten (s. 3.2.2). Dabei konnte ausgeschlossen
werden, dal3 die Variabilitét in den EPY-Raten auf das, fur die Jahre 1993 und 1996 hin-
schtlich des Legebeginns aus verschiedenen Griinden inhomogene Datenmaterid (s. 3.1.2)
zurlickzuftinren ist, da generell kein Zusammenhang zwischen Legebeginn und EPY-Raten
festzugtelen war (s. 3.2.3). Die vorliegende Untersuchung relativiert damit auch den einzi-
gen anderd autenden Befund an Kohlmeisen: Strohbach et al. (1998) konnten einen negeti-
ven Zusammenhang zwischen den EPY-Raten und dem Fortschreiten der Brutsaison fest-
gelen. Dies gdt dlerdings nur in eénem von zwe untersuchten Jehren. Dadie vorliegende
Untersuchung fir vier weitere Jahre keinen derartigen Zusammenhang erkennen 1%, muid
davon ausgegangen werden, dal3 die von Strohbach et al. (1998) beschriebene Korrelation
auf Besonderheiten in der betreffenden Brutsaison beruht und damit fUr die Interpretation
der hier erzidten Ergebnisse keine Rolle spidit.

Hinschtlich proximater Faktoren, die das Auftreten von EPY beeinflussen kdnnten, wer-
denin der Literatur insbesondere zwei Einflu3grolien angefiihrt: Die Brutpaardichte (z.B.
Gibbset al. 1990, Gowaty & Bridges 1991 a, Dunn et al. 1994, Ubersicht in Westneat &
Sherman 1997) und die Brutsynchronitét (z.B. Stutchbury & Morton 1995, Kempenaers
1997, Stutchbury 1998 a, b, Weatherhead & Y ezerinac 1998). Fur die Brutpaardichte liegt
die Art des potentiellen Einflusses auf der Hand, da eine Erhéhung der Brutpaardichtein
einer Zunahme an EPC-Moglichkeiten resultieren sollte (vgl. 3.3). Beziiglich des potentiel-
len Einflusses der Brutsynchronitét werden hingegen zwei grundsétzlich verschiedene
Maoglichketen diskutiert (vgl. 3.3): Eine Hypothese geht davon aus, dal3 eine Zunahme der
Brutsynchronitét das Auftreten von EPCs beglingtigt (vgl. Stutchbury & Morton 1995,
Stutchbury 1998 a, b), die andere postuliert einen entgegengesetzten Zusammenhang
(Birkhead & Biggins 1987, Westnest et al. 1990, Wesatherhead 1997, Westherhead & Ye-
zerinac 1998, Westneat & Gray 1998).

Auf dem Populationsniveau konnte weder fir die Brutpaardichte noch fir die Brutsynch-
ronitét ein Einflul? festgestd |t werden (s. 3.3). Dabel it dlerdings zu beachten, dal3 sich
die betreffenden Andysen auf ,nur* vier Untersuchunggahre stiitzen. Auf3erdem muf3 be-
rickschtigt werden, dal3 die Auswirkung der genannten Faktoren unter Umsténden lokal
begrenzt ist (vgl. Conrad et al. 1998, Lubjuhn et al. 1999 a, 2001, Webgter et al. 2001).



Diskussion

87

Aus diesem Grund wurden die betreffenden Untersuchungen, auf Basis der Daten zu den
identifizierten genetischen Véer, vom Populaions- auf das Individua niveau ausgeweltet
(s. 3.5.1und 3.5.2). Dabel konnte gezeigt werden, dal3 die Brutpaardichte lokal begrenzt
ancheinend tatsachlich eine Rolle spidt: Ein Vergleich der von Welbchen fir EPCs aur-
rtickgelegten Entfernungen (zur aktiven Rolle der Weibchen s. Strohbach et al. 1998) mit
dem, was auf Basis der realen réumlichen Verteilung der Brutpaare von 1993 bis 1996 bei
distanzunabhdngiger Wah! der EPC-Partner zu erwarten gewesen ware, ergab einen signi-
fikanten Unterschied, der offensichtlich durch die Begrenzung des EPC- Aktionsradius auf
150 m hervorgerufen wird (s. 3.5.1). Ein Einflul3 der Brutsynchronitét konnte jedoch auch
auf dem Individuaniveau nicht festgestellt werden (s. 3.5.2).

Die nachfolgend auf diese Befunde aufbauenden Anaysen machten dann dlerdings auch
deutlich, dal3 die beobachteten EPY-Mudter nicht dlein durch die Entfernung zu potentiel-
len Paarpartnern erkléart werden konnen (s. 3.5.3). Kohlmei sent Weibchen scheinen zwar
kaum EPCs einzugehen, wenn sich kein anderes Brutpaar im Umkreis von 150 m befindet
(s. 3.5.3). Doch waren in der untersuchten Population tber alle Jahre zusammengefdd nur
6 von 233 Weibchen diesbeziglich limitiert (s. 3.5.3), d.h. das Nicht-Zustandekommen
von EPCs kann nicht alein auf das Nicht-V orhandensain eines potentiellen EPC-Partners
im betreffenden EPC- Aktionsradius zurtickgefhrt werden.

Auch wenn das Nicht-Vorhandensein von EPY in den dlermeisten Féllen nicht durch das
Fehlen von potentiellen EPC-Partnern erklért werden kann, wurde die Bedeutung des Ra-
dius von 150 m fir die EPCs der Weibchen durch weltere Ergebnisse gestiitzt. So lagen
z.B. die Nigkasten dler drel identifizierten genetischen Véater der EPY aus Zweitbruten
wahrend der Erstbrut mehr as 150 m vom entsprechenden Nistkasten entfernt (s. 3.5.1).
Die betreffenden Zweitbrut-Weibchen hatten inihrer jewelligen Erstbrut entweder keine
(n = 2) oder weniger EPY dsin der Zweitbrut (n = 1, s. 3.5.1). Danicht einzusehen i,
warum Weibchen wahrend der Zweitbrut groliere Strecken fir EPCs zur licklegen sollten
aswahrend der Ergtbrut, lassen Sch die Befunde egentlich nur wie folgt interpretieren:
Durch das Fehlen einer eigenen Zwaeitbrut (s. 3.5.1) konnte es dlen drei genetischen V&
tern der Zweitbrut-EPY mdglich gewesen sain, ihren Aktivitétsradius im Vergleich zur
Ergtbrut auszudehnen und damit in den 150 m EPC-Aktionsradius der betreffenden Weib-
chen zu gdangen. Trifft diese Interpretation zu, S0 kbnnen die erzidten Ergebnisse fir
Kohimesen ds erster empirischer Hinweis auf eine erhdhte Verfigbarkeit bestimmter
Mannchen wéhrend der Zweitbrut gewertet werden, die aus Mannchen ohne eigene Zweit-
brut resultiert. Diese kénnte dann wiederum die entsprechend hoheren EPY-Raten nach
sch ziehen (vgl. Lubjuhn et al. 2001).

Unabhéngig von den Erdrterungen zu den htheren EPY-Raten in Zweitbruten liefert die
vorliegenden Studie relevante Erkenntnisse, die in zukiinftigen Untersuchungen bertick-
schtigt werden sollten. Fir Kohlmeisen in dinner besieddten Habitaten wéren z.B. deut-
lich mehr Weibchen ohne potentiellen EPC-Partner im Umkreis von 150 m zu erwarten
und die EPY-Rate in der betreffenden Weibchengruppe sollte aulRergewthnlich niedrig
liegen. Ferner wéare es interessant zu erfahren, wie weit die EPC-Aktionsradien bel anderen
Vogdarten reichen. Es ware immerhin denkbar, dal3 sich die interspezifische Variabilitét
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der EPY-Raten (s0.) bei Beriickschtigung der jeweiligen lokalen Brutpaardichte zumin-
dest tellweise durch eine zwischenartliche Varianz in den EPC- Aktionsradien erkléren 1&(%.

Betont werden muf3 hier noch, dal3 durch die vorliegende Arbeit die Ursache fiir die Be-
grenzung des EPC-Radius der Weibchen auf 150 m nicht ermittelt werden kann. Am walr-
schanlichsten scheint diesbeziiglich eine Limitierung der Welbchen hingchtlich ihres Zait-
und Energiebudgets zu sein. Zudem kénnte aber auch die Partnerbewachung durch die
Mannchen Einflul3 auf den EPC-Aktionsradius der Weibchen nehmen (s.a. abschlief3ende
Diskusson zum méglichen Einfluld der Partnerbewachung generdll): Ist esfir Webchen
von Bedeutung, EPCsvom Paarpartner unbemerkt einzugehen, um so eéine mogliche Re-
duktion seines Brutpflegeaufwandes zu vermeiden (s.u.), so kann sich ein Weibchen nicht
beliebig lange vom Paarpartner entfernen und somit fiir Kopulationen auf¥erhalb des Paar-
bundes auch nicht beliebig welt fliegen.

Ultimate Faktoren

Die oben diskutierten Ergebnisse zeigen, dal3 proximate Faktoren zwar eine Rolle beim
Auftreten von EPCs spiden, dlein jedoch nicht erklaren konnen, warum einige Weibchen
Kopulationen auf¥erhal b des Paarbundes eingehen, andere hingegen nicht. Die vorliegende
Arbeit setzte 9ch daher konsequenterwel se auch mit dem Einflul? ultimater Faktoren hin-
schtlich des Zustandekommens von EPCs auseinander (s. 3.6).

Waéhrend der Nutzen von EPCs fir Mannchen auf der Hand liegt, dadiese — wie auch die
vorliegende Arbeit zeigt (s. 3.4.2.2) — ihren Fortpflanzungserfolg gemessen an der Nach-
kommenzahl seigern kdnnen, ist ein Nutzen fir Weibchen nicht derart offengichtlich. Er
mul3 aus evolutionshiologischer Sicht dlerdings gefordert werden, da fir verschiedene
Vogdarten gezeigt werden konnte, dal3 ,, betrogene® Mé&nnchen ihren Brutpflegeaufwand
senken (Lubjuhn et a. 1993, Dixon et a. 1994, Westherhead et d. 1994, Wright & Cotton
1994, Lubjuhn 1995, Mdller & Tegelstrém 1997, Sheldon et d. 1997, Lifjeld et al. 1998).
Wirden Weibchen keinen Nutzen aus EPCs ziehen, so wére dieses Verhaten demnach
nicht evolutionstabil, d.h. es sollte durch Sdektion immer sdltener auftreten bzw. héite

ers gar nicht evolvieren kdnnen.

Beztiglich eines potentiellen Nutzens von EPCs fir Weibchen werden in der Literatur ver-
schiedene Hypothesen diskutiert, von denen zwel in der vorliegenden Studie intensiv un
tersucht wurden (,, Gute Gene'- Hypothese und Kompatibilitéts-Hypothese, s. 3.6). Im fol-
genden werden die Ergebnisse zunéchst nur in Zusammenhang mit diesen beiden Hypothe-
sen diskutiert. Daran anschlief3end wird aber auch noch auf die Relevanz einzelner Resul-
tate bezliglich anderer Hypothesen zum Nutzen von EPCs fiir Weibchen eingegangen.

Ein wesentliches Resultat der vorliegenden Arbeit ist, dal3 Weibchen mit nur einem be-
nachbarten Brutpaar im Umkreis von 150 m sdtener EPCs eingehen d's Weibchen mit
zwel oder mehr benachbarten Brutpaaren innerhalb dieses Radius (s. 3.6.1). Dies macht
noch einmal deutlich, dal3 der Radius von 150 m beim Zustandekommen von EPCsvon
Bedeutung ist. Das Ergebnisigt dlerdings nicht geeignet zwischen der ,, Gute Gene'-Hypo-
these und der Kompatibilitéts-Hypothese zu unterscheiden, da es den Vorhersagen beider



Diskussion

89

Hypothesen entspricht. Auf der Basis einiger anderer Hypothesen zum Nutzen von EPCs
fur Weibchen wére dlerdings nicht ohne welteres mit eénem solchen Resultat zu rechnen
(su.).

Um zwischen einem maglichen Zutreffen der ,, Gute Gene'- Hypothese oder der Kompati-
bilitéts- Hypothese unterscheiden zu kdnnen, wurden weitere Vorhersagen geprift (s. 3.6.2
und 3.6.3). Diese Vorhersagen waren unter den Annahmen der beiden Hypothesen deshab
unterschiedlich, well die , Gute Gene*- Hypothese von einer hierarchisch strukturierten, ab-
soluten genetischen Qualitét der M&nnchen ausgeht, die fur alle Weibchen identisch i,
wéhrend die genetische Quditét der Mannchen unter den Annahmen der Kompatibilitéts-
Hypothese vom Genom des betreffenden Weibchens abhangt und damit fir einzelne Weib-
chen durchaus unterschiedlich sein kann (sa. Definitionen in 3.6). Sowohl die nachwes-
lich relativ hohe Frequenz von reziprokem ,, Betrug” (s. 3.6.2) ds auch die Ergebnisse der
Analysen zum Uberleben der Mannchen (s. 3.6.3) sprechen gegen eine absolute, fur dle
Weibchen idertische Qualitét der Mannchen und damit gegen ein Zutreffen der ,, Gute Ge-
ne*-Hypothese. Dies deckt sich mit der Interpretation der Ergebnisse friherer Untersuch-
ungen an Kohimeisen (vgl. Krokene et al. 1998, Strohbach et al. 1998, Lubjuhn et al. 1999
a), die dlerdings grof¥entells auf einem vollstandig anderen Datenmateria baserten, dain
den betreffenden Studien Informationen zu den genetischen Véern der EPY dlenfdlsin
Ausnahmefdlen vorhanden waren.

Alle bisher aufgegriffenen Ergebnisse snd immer noch mit den Annahmen der Kompatibi-
litéts- Hypothese vereinbar. Anders verhdt es sich jedoch mit den Resultaten, die bei den
Vergleichen zum Uberleben und zum Reproduktionserfolg von EPY und ihren Halbge-
schwigtern erziet wurden (s. 3.6.4). Die diesbeziiglich getesteten Vorhersagen (s. 3.6.4)
sind deshab von zentraer Bedeutung, well Se sich direkt auf den durch beide Hypothesen
postulierten indirekten Nutzen von EPCs beziehen. Es muf3 aus evolutionsbiol ogscher
Sicht ndmlich in jedem Fal gefordert werden, dal3 sich der Nutzen von EPCsin einer B-
héhung des Reproduktionserfolges niederschldgt. Sowohl auf der Basis der ,, Gute Gene'-
Hypothese ds auch auf der Basis der Kompatibilitéts- Hypothese wére dso zu erwarten,
dal3 EPY einen groleren Beitrag zum Fortpflanzungserfolg der Weibchen legten ds die
Nestlinge, die vom eigenen Paarpartner abstammen. Dabel ist es vollig unerheblich, wo-
durch die hthere genetische Qualitét der EPY zustande kommt. Sai es durch eine bessere
Kompatibilitét des Genoms des EPC- Partners mit dem Genom des jewelligen Weibchens
oder durch eineim Vergleich zum Paarpartner absolut hohere genetische Qualitét des be-
treffenden Tieres.

Die auf der Basis beider Hypothesen zu fordernde hohere Qualitét der EPY kdnnte sich
sowohl in einem besseren Uberleben as auch in einem hoheren Reproduktionserfolg aus-
driicken. Hinsichtlich beider Faktoren konnte jedoch kein Unterschied zwischen EPY und
ihren Halbgeschwigtern festgestel It werden (s. 3.6.4). Die numerischen Unterschiede lagen
zudem in beiden Falen entgegen der auf Basis der ,, Gute Gene*- und Kompatibilitdts- Hy-
pothese zu erwartenden Richtung (s. 3.6.4). Dies bedeutet, dal? auch bel einem grolieren
Daenmaterid nicht mit anderen Ergebnissen gerechnet werden kann. Aul3erdemist zu
beriicksichtigen, dal? sich die beiden numerischen Effekte (schlechteres Uberleben von
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EPY und geringerer Fortpflanzungserfolg) in bezug auf die inklusive Fitness der betreffen
den Weibchen mulltiplikativ auswirken.

Insgesamt kann festgehalten werden, dal? die letztgenannten Ergebnisse zum Uberleben

und zum Reproduktionserfolg der Nestlinge gegen jede Hypothese sprechen, die den Nut-
zen von EPCsin einer, wie auch immer gearteten, htheren Quditét der EPY gegeniiber
ihren Halbgeschwigtern seht. Die Befunde sind deshdb von besonderem Interesse, dasie
anderdautende Ergebnisse an verschiedenen Vogelarten (z.B. Houtman 1992, Kempenaers
et al. 1992, 1997, 1999, Hasselquist et al. 1996, Sundberg & Dixon 1996, Johnsen et al.
2000) relaivieren und keinesfdls von einem algemeingliltigen Zutreffen der aufgeftinrten
Hypothesen ausgegangen werden kann. Zumindest bel K ohlmeisen miissen andere Erklé-
rungsansétze gefunden werden, um das Muster des Auftretens von EPY zu erkléren.

Der bereits weiter oben angefiihrte Befund der unterschiedlichen EPY-Raten von Weib-
chen mit nur enem benachbarten Brutpaar im Umkreis von 150 m und Webchen mit zwel
oder mehr benachbarten Brutpaaren innerhab dieses Radius (s. 3.6.1) war zwar nicht ge-
elgnet, zwischen der ,, Gute Gene*-Hypothese und der Kompatibilitéts- Hypothese zu diffe-
renzieren. Doch eignet er Sch zum Test zweer weiterer Hypothesen zum Nutzen von
EPCs fr Weibchen, auf die im folgenden daher kurz eingegangen werden soll.

Eine weitere Hypothese zum Nutzen von EPCs fr Weibchen geht davon aus, dal3 sch die
Weibchen durch EPCs vor einer moglichen Infertilitét des Paarpartners schiitzen (z.B.
Wetton & Parkin 1991, Kempenaers & Dhondt 1993, Gray 1997 a, Krokene et al. 1998).
Tréfe diese Hypothese zu, wére nicht einzusehen, warum Weibchen mit mehreren Nach-
barn haufiger EPCs eingehen s Weibchen mit nur einem benachbarten Brutpaar. Ein ent-
sprechender Nutzen von EPCs sollte schliefdich bereits bei Kopulationen mit nur einem
weiteren Mannchen vorhanden sein. Auch weitere Befunde sprechen gegen das Zutreffen
der Hypothese zur Sicherstellung der Befruchtung. So mifde Infertilitét z.B. ein ver-
gleichsweise verbraitetes Phdnomen sain, damit der postulierte Nutzen— von dem Hinter-
grund der oben genannten K osten — evol utionshiologisch wirksam werden kann. Dain
nahezu dlen Bruten auch Nachkommen des soziden Paarpartners vorhanden waren

(s. 3.2.2), kann dies jedoch weitgehend ausgeschlossen werden. Offen bleiben mul aler-
dings, ob eine moglicherweise nur temporére Infertilitét, z.B. durch Erschépfung der Sper-
mienvorréte, eine Rolle spiden konnte (vgl. Romanoff 1960, Aguilera 1989, Birkhead
1991, Birkhead & Mdller 1992, Sheldon 1993).

Eine andere Hypothese sieht den Nutzen von EPCs fir Weibchen darin, dal3 Weibchen
durch EPCs versuchen, die genetische Variabilitét ihrer Nachkommen zu erhhen (s. z.B.
Birkhead & Mgdller 1992, Kempenaers & Dhondt 1993), was in wechsalnden Umwelten
von Vortell sain konnte. Auch in diesem Fal wére aber zu erwarten, dal3 der betreffende
Nutzen sich bereits bei Kopulationen mit einem einzelnen benachbarten Mannchen ergibt.
Allgemein |&% sich gegen die Hypothese zur Erhdhung der genetischen Variabilitét zudem
elnwenden, dal3 durch Meiose und Rekombination bereitsinnerhab der regulé&ren Nach-
kommen mit dem Paarpartner eine hinreichende Diversitét erzeugt werden sollte, diesich
durch EPCs nicht wesentlich erhdhen 1&% (Williams 1975).
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Zusammenfassend muf3 an dieser Stelle festgehdten werden, dal3 die in der vorliegenden
Arbeit erzidten Ergebnisse mit keiner der diskutierten Hypothesen zum Nutzen von EPCs
fur Webchen widerspruchsfrel in Einklang zu bringen sind. Damit kdnnen die angespro-
chenen ultimaten Einflul3grofen das Mugter im Auftreten von EPY in der untersuchten
KohlmeisenPopulation ebenfdls nicht erklaren. Zukiinftige Untersuchungen zur Frage,
warum enige Kohlme sen-Weibchen Kopulationen auRerhab des Paarbundes eingehen,
andere hingegen nicht, miissen daher weitere mogliche Einflul3gréfien mit enbeziehen
(su.). Dabel sollte auch berticksichtigt werden, dal? eine Rethe von Faktoren vielleicht auf
aul¥erst komplexe Art und Weise zusammenwirkt. Unter Umsténden miissen aber sogar
vollstandig neue Erkl&rungsanséize hingchtlich des Auftretens von EPCs bel VOgeln ert-
wicket werden, die in die bisherigen theoretischen Uberlegungen zu diesem Punkt nicht

eingehen.

Ausblicke

Im folgenden soll abschlief¥end noch en maglicher Weg fur zukiinftige Untersuchungen
aufgezeigt werden. Ein Faktor, der in der vorliegenden Arbeit nicht detailliert untersucht
werden konnte, ist die Partnerbewachung durch die Mannchen (mate guarding). Se st
enen ba Singvogeln verbreiteten Mechanismus zur Vaterschaftssicherung dar und kdnnte
das Zustandekommen von EPCs ebenfalls beeinflussen (s. Ubersicht in Birkhead & Mdler
1992 und zur Partnerbewachung bei Kohlmeisen Bjorklund & Westman 1986). Da eines
der Hauptziele der vorliegenden Arbeit die Identifizierung der genetischen Véter der EPY
war, stand bel den Frellandarbeiten die Erfassung und Beprobung moglichst dler Brutvo-
gel und ihrer Nachkommen im Vordergrund. Dies machte es aus Zeitgrinden unmaglich,
detalllierte Verha tensheobachtungen durchzufiihren, die zur Bewertung der Intensitét der
Partnerbewachung bel einzelnen Brutpaaren notwendig gewesen wéaren. Gleichwohl kann
en Tell der erzidten Ergebnisse unter Umsténden auch mit der Partnerbewachung zusam-
menhangen. Esigt z.B. durchaus vorgtdlbar, dal? die sgnifikant hthere , Betrugsrate”* bel
den EPMs (s. 3.4.2.2) aus einer eingeschrankten Partnerbewachung auf Seiten dieser
Mannchen resultiert. Um selbst EPCs eingehen zu kdnnen, miissen EPM s unter Umsténden
die Intenstét der Bewachung des eigenen Weibchens einschranken, was wiederum fir die
betreffenden Weibchen in einer Zunahme an EPC-Mdglichkeiten resultieren kbnnte.

Auch die Befunde zur erhdhten EPY-Rate in Zweitbruten (s. 3.2.2) lassen Sch indirekt mit
der Partnerbewachung in Zusammenhang bringen. Bae den EPMs der Zweitbruten handelte
es sch um Méannchen, die selbst keine Zweitbrut hatten (s. 3.5.1). Damit waren sSie von
dlen Pflichten das eigene Brutgeschéft betreffend, inklusve der Bewachung des eigenen
Welbchens, befreit, was ihnen wiederum eine Vergroferung ihres Aktivitétsradius ermog-
licht haben konnte. Gestiitzt wird diese Vermutung — wie an anderer Stelle bereits ausge-
fuhrt — durch die fUr Zweitbrut-EPMs ermittelten Distanzen (s.0.).

Weiterhin kénnte die Partnerbewachung einer der Faktoren sein, welche den EPC-Aktions-
radius von Weibchen beeinflussen. Es wére ndmlich denkbar, dal3 die Intensitét der Part-
nerbewachung durch das Mannchen die Zeitdauer (und damit auch die maximae Digtanz)
beeinflu, mit der sich ein Weibchen unbemerkt vom Nistkasten entfernen kann, ohne
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eine mogliche Reduktion des Brutpflegeaufwands auf Seiten des Mannchens zu riskieren
(s0.). Sdbst der sgnifikante Unterschied zwischen den EPY-Raten von Weibchen mit nur
einem und Weibchen mit mehreren benachbarten Brutpaaren im Umkreis von 150 m liefen
sch mit der Partnerbewachung erkl&ren. Mehrere benachbarte Brutpaare bringen namlich
unter Umstanden nicht nur ene Erhthung der Anzahl potentidler EPC-Partner fir Weib-
chen mit sich, sondern resultieren aus Sicht der M&nnchen auch in einem erhohten Konkur-
renzdruck. Da es generell einfacher sain sollte, die Vaterschaft gegen nur einen Konkurren-
ten zu , verteidigen”, spiegdt die hthere EPY-Rate bae Weibchen mit mehreren benachbar-
ten Brutpaaren aso vidlecht lediglich eine vermehrte EPC-Méglichkeit aufgrund einge-
schrénkter Partnerbewachung durch das el gene Mannchen wider. Sollte dieser aternative
Erkl&rungsansatz zutreffen, mifden die aus dem betreffenden Befund abgeleiteten Ein-
wande gegen Hypothesen zum Nutzen von EPCs fir Weibchen (s.0.) zuriickgenommen
werden. Da keine Daten zur Partnerbewachung durch die M&nnchen vorliegen, mul3 diese
Frage dlerdings offen bleiben.

Die obigen Ausfihrungen lassen es snnvoll erscheinen, bal zukinftigen Unersuchungen

zum Vergtandnis des Auftretens von Kopulationen aul3erhalb des Paarbundes bei der Kohl-
meise, den moglichen Einflufd der Partnerbewachung gebiihrend zu berticksichtigen. Die
vorliegende Arbat seuert einige neue Erkenntnisse bel, die bel der Umsetzung solcher
Untersuchungen hilfreich sain kénnen. Sie macht jedoch gleichzeitig deutlich, wie grof3 die
Zahl der zu bertickgchtigenden Einflul3groléen ist.



5 Zusammenfassung

Zur Durchftihrung von Abstammungsbegutachtungen bel der Kohlmese (Parus major)
wurde in der vorliegenden Untersuchung das Multilocus DNA-Fingerprinting eingesstzt.
Mit Hilfe der Restriktionsenzym/Oligonukleotidsonden Kombination Hae 111/(CA)s konnte
gezeigt werden, dal3 intraspezifischer Brutpargtismus bel der untersuchten Vogdart keine
besondere Rolle spidlt. Kopulationen aul¥erhalb des Paarbundes stellen dagegen nachwels-
lich ene rege mél3g auftretende, dternative Fortpflanzungsstrategie im Paarungssystem
dieser sozid monogamen Singvogelart dar. Die Frequenz des Auftretens von Jungtieren,
die das Resultat von Kopulationen auf¥erhalb des Paarbundes waren (extra-pair young,
EPY), variierte dabel zwischen verschiedenen Brutjahren und war in Zweitbruten hoher as
in Ergtbruten.

Zur |dentifizierung der genetischen Véter der EPY wurden eigens Mikrosatel litensysteme
fur Kohimeisen entwickdt (2KM und 4KM). Mit ihrer Hilfe lief3 Sch die Vaerschaft von
61,7% dler EPY aus Erstbruten (n = 154) kldren. Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3
Méannchen durch Kopulationen aul3erhalb des Paarbundes ihren Reproduktionserfolg in
nerhab ener Brutsaison erhdhen konnen.

Um der Frage nachzugehen, warum einige Weibchen Kopulationen aul3erha b des Paar-
bundes eingehen, andere hingegen nicht, wurden zunéchst proximate Einfllisse andysiert
und anschlief¥end Vorhersagen anhand von Hypothesen zu ultimaten Faktoren getestet.

Auf Ebene der proximaten Faktoren konnte ein Einfluf3 der lokden Brutpaardichte auf die
EPY - Rate nachgewiesen werden. Dabel konnte gezeigt werden, dal3 der Aktionsradius der
meisten Weibchen fir Kopulationen aul3erhalb des Paarbundes auf 150 m begrenzt ist. Ein
Einfluid der Brutsynchronitét konnte dagegen weder auf der Populationsebene noch auf
dem Individuaniveau festgestellt werden. Die Befunde zu den proximaten Faktoren alein
reichten dlerdings zur Kl&rung des festgestdllten Musters von Fremdkopul ationen nicht

aus.

Bel der Andyse der ultimaten Faktoren wurden V orhersagen getestet, die aus der ,Gute
Gene'-Hypothese und der Kompatibilitéts- Hypothese abgel eitet wurden. Beide Hypothe-
sen postulieren einen indirekten Nutzen von Kopulationen aul3erhab des Paarbundesin
Form einer erhdhten genetischen Qualitét entsprechender Nachkommen, welche sichin
einer Uberlegenen Phanotyp-Umwdt Interaktion dieser Jungtiere manifestieren sollte. Ke-
ne der beiden Hypothesen konnte jedoch bestétigt werden, da EPY weder besser Uberleb-
ten noch einen grol¥eren Reproduktionserfolg aufwiesen dsihre jewelligen Habgeschwi-
ster.

Keiner der andyserten Faktoren und keine der getesteten Hypothesen konnten damit wi-
derspruchsfrel das Zustandekommen bzw. das Nicht-Zustandekommen von Kopulationen
aul¥erhab des Paarbundes bel Kohlmeisen erkldren. M égliche Konsequenzen, die sich aus
der vorliegenden Studie fir zukiinftige Untersuchungen ergeben, werden diskutiert.
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8 Anhinge

Anhang A
Verzeichnis der verwendeten AbkUrzungen

Abklrzungen fur Enheten aus dem ,, I nternationalen Einhatensystem” (S-Einheiten) und
fUr daraus abgd etete Einheiten werden an dieser Stelle nicht aufgefiihrt. Dassdbe gilt fir
die Abkirzungen der chemischen Elemente des Periodensystems und fir Abkirzungen, die
fUr den Organismus stehen, aus dem die in der vorliegenden Arbelt verwendeten Enzyme

isoliert wurden.
A Adenin PCR Polymerasekettenreaktion (Polymerase
A bidest. zweitach destiliertes Wasser (Aqua chain  eaction)

bidestillata) pH negativer dekadischer L ogarithmus der
APS™ Ammoriurperoxodisita Wesserstoionenkonzentration (por-
ATP Adenosintriphosphat ba per Analyse
bp Basenpaar (basepar) pmol picomal
BA ;i&:ﬂriri?sru malbumin (bovine serum rpom Umdrehungen pro Minute (rounds per

minute)

€ Cytosin DS Natriumdodecyisuifat (Sodiumdode-
ccd-Gen  control of cdl death-Gen cylsulphat)
cpm Anzahl radioaktiver Zerfélle pro Min- SSC Natriumchlorid-Natriumcitrat (Sodi-

ute (counts per minute) umchlorid-Sodiuncitrat)
CTP Cytosintriphosphat SSPE Natriumchlorid-Natriumphosphat-
DEAE  Diethylaminoethylcellulose gg;ﬁgggp&??&??;on d-
DMSO  Dimethylsulfoxid T Frrin
DNA Em).(g ;L?g;‘“k' einsure (Desoxyribo- TBE " Tris-Bora-EDTA-Puffer
dNTP Desoxyribonukleinsauretriphosphat TE Tris-EDTA-Puffer
E oo Eoheariohiaed TEMED  N,N,N'N-Tetramethylethylendiamin
EDTA Ethyl endiamintetraacetat Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
& Cianie U internationale Enzymeinheit (unit)
IPTG Isopropyl-b-D-thiogalaktopyransoid uv ultraviolettes Licht
Kb Kilobasen Val. Volumen
LB-Agar LuriaBertani-Agar viv \n/](:/\lg]j]ngo Volumen (volu-
M, mM Molar (Mol pro Liter), millimolar wiv Gewicht pro Volumen (weight/volume)

(Millimol pro Liter)
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Anhang B

Verzeichnis der verwendeten Losungen und Chemikalien

Aufgefiihrt werden im folgenden in aphabetischer Reihenfolge nur solche Lésungen und
Chemikalien, deren Herstdllung bzw. Verwendung nicht in den Anleitungen bzw. Handbi-
chern der benutzten Kits und Gerédte angegeben ist und die zudem von besonderer Wich-
tigkeit fUr einzelne Arbetsschritte Snd. Rezepte fir nicht aufgefUhrte L osungen finden

sch in jedem entsprechend ausgestatteten Laborbereich und der betreffenden Fachliteratur

(z.B. Sambrook et al. 1989).

APS-Puffer:

10% (w/v) Na,EDTA, 1% (w/v) NaF, geséttigt mit Thymol; pH 8,0

Chloroform/Isoamylalkohal:

24Val. Chloroform: 1 Vol. Ispamyla kohol

Denaturierungsl6sung:

0,15M NaCly, 0,5 M NaOH

Denhardt”s Ldsung (100x):

2% (w/v) Polyvinylpyrrolidon, 2% (w/v) BSA, 2% (w/v) Ficoll (Typ 400)

Elutionspuffer I IXTE; pH 8,0
Elutionspuffer II: 0,2M NaCl,inIx TE; pH 8,0
Elutionspuffer 111: 0,5M NaCl,inIx TE; pH 8,0

Ethidiumbromid-Stamml 6sung:

10 mg Ethidiumbromid/ml A. bidest.

Gelladepuffer (6x):

0,25% (w/v) Bromphenolblau, 0,25% (w/v) Xylen Cyanol FF, 30% (w/v)
Glycerin

Geséttigte NaCl,-L 6sung:

cab6M NaClz

Hyhbridisierungsldsung:

5x SSPE, 5x Denhardt’s Losung, 0,1% (w/v) SDS, 10 ug/ml E. coli DNA
(fragmentiert und denaturiert)

Kinasepuffer (10x):

670 mM Tris, 100 mM MgCl,, 100 mM Dithiothreitol; pH 8,0

Na-Acetat:

3 M (falls notwendig eingestel It auf den jeweiligen pH-Wert)

Na-Hypochloridldsung:

12-14% (v/v) Na-Hypochlorid, 86-88% (v/v) A. bidest.

Neutralisierungsl ésung:

0,15M NaCl,, 0,5M Tris, pH 8,0

Préparationspuffer A:

50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0); vor Gebrauch mit
RNase (400 ng/ml) und Lysozym (2 mg/ml) versehen

Préparationspuffer B:

200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS

Préparationspuffer C:

255M K-Acetat; pH 4,8

Proteinase K -Puffer:

20 mM Tris, 4 mM Nap;EDTA, 100 mM Na&Cly; pH 7,4

Proteinase K -Stamml dsung:

10 mg Proteinase K/ml A. bidest.

SDS.

10% (wiv A. bidest.)

SSC (6X): 0,9 M NaCl,, 90 mM Nag-Citrat; pH 7,0

SSPE (20x): 3M NaCl,, 0,2 M Na,HPO,, 20 MM Nay,EDTA; pH 7,4
TBE-Puffer (1x): 89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2 mM Na,EDTA; pH 8,3
TE-Puffer (1x): 10 mM Tris, 1 mM Na,EDTA; pH 8,0




