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Das Geschlecht eines Tieres in freier Wildbahn zu bestimmen, ist aus ver-
schiedenen Griinden oft schwierig. Dabei ist es fiir viele wissenschaftliche
Studien und fiir das Wildtiermanagement unerldsslich, Informationen iiber
das Verhaltnis von Weibchen und Mannchen zu sammeln. Mit molekularbio-
logischen Methoden lisst sich dies heute schnell, einfach und ohne direkten
Kontakt zu den Tieren bewerkstelligen.
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Molekulare Barenjagd

Selten kommt man an wild lebende Siugetiere
so nahe heran, dass ihr Geschlecht ersichtlich
ist. Auch sollten Storungen in sensiblen Lebens-
rdumen und von scheuen Tierarten moglichst
vermieden werden. Viele Arten sind zudem sel-
ten, leben im Verborgenen oder weisen schlicht
keine eindeutigen geschlechtsspezifischen du-
Reren Merkmale auf. Sind sie, wie etwa viele
Birenarten, auRerdem scheue Einzelginger, ist
die Geschlechtsbestimmung aus der Ferne oft
schwierig. Tiere zur Untersuchung einzufangen
ist nicht nur duBerst aufwindig, sondern auch
mit unnotigem Stress fur Mensch und Tier ver-
bunden. Dennoch, fiir viele biologische Frage-
stellungen sind Informationen tber das Verhilt-
nis der Geschlechter unerlisslich. Anhand der
Anzahl von weiblichen und ménnlichen Indi-
viduen in einer bestimmten Region lassen sich
zum Beispiel Ruckschlisse auf geschlechtsspe-
zifisches Wanderungsverhalten und die damit
verbundene genetische Dynamik innerhalb von
Populationen ziehen. Letztlich dienen solche

Informationen dazu, Artenschutzmafinahmen bes-
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ser planen zu konnen und nach ihrer Durchfiih-
rung auf ihre Nitzlichkeit hin zu kontrollieren.
Wie bestimmt man also moglichst einfach das

Geschlecht eines Wildtieres?

Ferndiagnose -
Molekularbiologie macht’s maglich

Die Losung liegt in der Erbinformation, der
DNA (deoxyribonucleic acid), die sich im Kern
jeder Korperzelle befindet. Schon mit kleinsten
Mengen genetischen Materials kann der Nach-
weis des Geschlechts gefiihrt werden [1]. Sie
kann aus Gewebeproben wie Muskel oder Leber,
aber eben auch aus Mundschleimhaut, Haaren
und Kot gewonnen werden. Die Zellkerne der
Haarwurzeln bzw. der Darmzellen, die dem Kot
anhaften, enthalten hierbei die Biren-DNA. Haare
und Kot werden als so genannte ,nichtinvasive“
Proben bezeichnet, da sie als Hinterlassenschaften
der Tiere im Freiland gesammelt werden konnen,
ohne die Tiere direkt aufsptliren, beobachten
und gegebenenfalls einfangen zu mussen. Gerade
bei Braunbiren, die in vielen Gebieten nur du-
Rerst selten zufillig beobachtet werden kénnen,
ist eine solche Methode ideal — ihren Kot auf
Waldwegen zu finden ist im Bdrengebiet weit-

aus einfacher. Die Verfahren zur Isolation der
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Haarfallen eignen sich gut, um an genetisches Material zu gelangen, ohne direkten Kontakt zu den
Tieren haben zu missen. Ein Lockstoff zieht die Braunbaren an und kleine Haarbuschel bleiben - von
den Tieren unbemerkt — am Draht hangen. Aus den Haarwurzeln kann DNA gewonnen und damit das
Geschlecht des Baren bestimmt werden. © Alexander Kopatz
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DNA aus diesen Proben sind relativ simpel und
einfach anwendbar. Man macht sich einige spe-
zifische Eigenschaften der grofen DNA-Mole-
kiile zu Nutze, um diese von Proteinen, Fetten
und anderen Zellbestandteilen zu trennen und

aufzureinigen.

Die Suche nach dem Y-Chromosom

Ist die DNA aus einer Probe isoliert, sucht man
nach Hinweisen fir das Vorliegen oder Fehlen
der bei Siugetieren geschlechtsspezifischen Y-
und X-Chromosomen. Weibchen haben zwei X-
Chromosomen (,Genotyp XX*), Miannchen hin-
gegen ein Y- und ein X-Chromosom (,Genotyp
XY*“). Unabhingig vom Geschlecht wird man
also immer auf X-chromosomale DNA stofRen.
Das Prinzip der molekularen Geschlechtsbe-
stimmung besteht nun darin, dass in Proben
minnlicher Tiere zusitzlich auch das Y-Chromo-
som nachgewiesen werden kann. Bei der Suche
hilft das Standardverfahren der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reac-
tion). Kurze Abschnitte auf Y- bzw. X-Chromo-
somen konnen mit dieser Methode spezifisch
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und schnell vermehrt werden. Die groe Anzahl
identischer Kopien eines solchen Abschnittes
wird dann mittels Gelelektrophorese nachge-
wiesen. Hierbei wandern die kopierten DNA-
Abschnitte in einem pordsen Gel, an das ein
elektrisches Feld angelegt wird, aufgrund ihrer
negativen Ladung mit einer bestimmen Ge-
schwindigkeit zum Pluspol. Wihlt man die Ab-
schnitte auf dem Y- bzw. X-Chromosom vorher
unterschiedlich grof — und erhilt dementspre-
chend nach der PCR unterschiedlich lange
Kopien - finden sich diese Kopien an unter-
schiedlichen Positionen auf dem Gel wieder
und lassen sich dort getrennt voneinander iden-
tifizieren: Kopien des Y-Abschnittes an der einen,
Kopien des X-Abschnittes an einer anderen
Stelle. So wird der differenzierte Nachweis Y-

bzw. X-chromosomaler DNA gewihrleistet.

Baren-DNA aus Haaren oder
Kot verrit das Geschlecht

Das Prinzip ist also relativ simpel und die
Methodik kann in vielen Laboren einfach ange-
wendet werden. Wie aber gelangt man in der
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Praxis an nichtinvasives Probenmaterial? Braun-
biren reiben sich zur Markierung an Biumen
und hinterlassen dort oft ganze Haarbiischel, die
eingesammelt werden konnen. Des Weiteren ist
die Installation von Haarfallen eine gute Moglich-
keit, um regelmidBig an Haarproben zu gelan-
gen (siehe ,Molekularbiologie im Birengebiet®).
Ein stark riechender, nicht belohnender Lock-
stoff, der mit Stacheldraht umziunt ist, lockt
Biren aus der Umgebung an. Mit ihrem dicken
Fell streifen die Biren den Draht und hinter-
lassen — ohne es zu merken — genetische Spuren
[2]. Das zufillige Sammeln von Kot, z.B. auf
Forstwegen, ist eine weitere gute Moglichkeit,
grofle Gebiete abzudecken und regelmiRig an
genetisches Material der untersuchten Wildtier-
spezies zu kommen [3]. Die molekularbiolo-
gische Geschlechtsbestimmung findet auch bei
naturschutzfachlichen Fragestellungen Anwen-
dung, die oft auf das Wissen um das Geschlecht
der (noch) wild lebenden Individuen angewie-
sen sind. Man denke etwa an Mafnahmen bei
Artenschutzvorhaben, die eine Umsiedelung
einzelner Tiere in eine bestimmte Region zum

Ziel haben. Zum Beispiel gab es Ende der
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1990er-Jahre in den Pyreniden im Grenzgebiet
von Frankreich und Spanien nur noch eine Hand
voll Braunbiren. Durch die genetische Analyse
von Haar und Kotproben wusste man, dass
die meisten davon Minnchen waren. Deshalb
wurden bevorzugt weibliche Tiere aus anderen

Populationen angesiedelt und heute leben dort

wieder bis zu zwei Dutzend Braunbiren [4,5].

Ein Mitarbeiter des norwegischen Bioforsk-Insti-
tuts sammelt auf einem Forstweg Kotproben
eines Braunbaren. Aus einer solchen nichtin-
vasiven Probe kann im Labor DNA isoliert werden,
die dann sowohl fir Grundlagenforschung als
auch fir das Wildtiermanagement wichtige Infor-

mationen liefert. © Alexander Kopatz

Vom Feld ins Labor Geschlechtsnachweis mit
nichtinvasiven Proben mithilfe der Molekularbio-
logie.

18

Die neue Methode -
empfindlicher, genauer, zuverlassiger

Wie das letzte Beispiel zeigt, sind schon seit
Lingerem molekularbiologische Methoden zur
Geschlechtsbestimmung bei Biren verfiigbar.
Diese waren bisher allerdings mit einigen Nach-
teilen behaftet [6]. So ist es duRerst wichtig, dass

bereits geringste Mengen an DNA, wie sie z.B.

Molekularbiologie im Birengebiet

Im nordnorwegischen Pasviktal im Grenz-
gebiet zu Russland kommt es immer
wieder zu Konflikten zwischen Landwir-
ten und Baren. Reif3t ein Bar Haustiere
oder Vieh, wird normalerweise die Jagd
auf das Tier eroffnet. Man kann sich je-
doch nie ganz sicher sein, den richtigen
Baren zu erwischen. Nachdem zwei
Braunbaren in nachster Nahe eines Hofes
beobachtet wurden, entschied man sich,
das umliegende Areal im Rahmen einer
Fallstudie fir eine gewisse Zeit mit Haar-
fallen zu Uberwachen. Man war daran
interessiert zu erfahren, wie viele Baren
welchen Geschlechts sich tatsachlich
dort aufhielten. Haarfallen eignen sich
hierfir besonders, da sie gleichmaBig
verteilt und regelmaBig kontrolliert wer-
den kénnen. Schnell war klar, dass min-
destens funf verschiedene Baren in den
ersten vier Wochen nach der Sichtung im
Gebiet um die Farm streiften. Mannchen
gehen bevorzugt auf Wanderschaft und
wagen sich auch naher an menschliche
Siedlungen heran, unter den nachge-
wiesenen Baren befand sich jedoch Gber-
raschenderweise auch ein Weibchen. Da
die Tiere nicht mehrmals .in die Falle”
gingen, sondern bis auf eine Ausnahme
nur einmal nachgewiesen werden konn-
ten, waren sie wohl auf der Durchreise
und hielten sich nicht in ihrem eigent-
lichen Territorium auf. Die neuen Er-
kenntnisse — mehr Individuen als auf den
ersten Blick ersichtlich, die sich kurz-
zeitig in einem bestimmten Gebiet auf-
halten sowie der Nachweis eines Weib-
chens - lassen die bisherige Vorgehens-
weise, Jagd auf vermeintliche ., Problem"-
Baren zu machen nicht mehr sinnvoll er-
scheinen. Und auch in diesem speziellen
Fallwurde von der Tétung einer der Baren
abgesehen.

in den Wurzeln einiger weniger Haare vorhan-
den ist, ausreichen, um den Geschlechtsnach-
weis zu fihren. Die angewandte Methode muss
also sehr sensitiv sein. Die molekulare Struktur
von DNA verindert sich im Freien unter Ein-
wirkung von Temperaturschwankungen und UV-
Strahlung, aber auch Mikroorganismen zersetzen
die langen Molekiilketten. Daher ist es von Vor-
teil, wenn das Geschlecht auch noch aus kleinen
Bruchstiicken der einst langen Molekile sicher
herauslesen zu ist. Die analysierten Fragmente
miussen also moglich kurz sein. Zudem darf die
eingesetzte Methodik nicht filschlicherweise
Erbgut einer anderen Tierart nachweisen. Zu
leicht konnten gesammelte Haar- oder Kot-
proben auch Material anderer wilder Tiere ent-
halten, was die eindeutige Bestimmung des Ge-
schlechts dann erschweren wiirde. Die Methode
muss also spezifisch fir die zu untersuchende
Tiergruppe sein.

In der Gruppe um Prof. Axel Janke vom Bio-
diversitidt und Klima Forschungszentrum (BiK-F)
wurde eine Methode entwickelt [7], die diese
Eigenschaften kombiniert und dartiber hinaus
einen weiteren wichtigen Vorteil hat: Auf dem
Y-Chromosom werden nicht nur ein, sondern
gleich zwei Abschnitte unterschiedlicher Linge
nachgewiesen. Dies bedeutet eine doppelte Ab-
sicherung, da gerade das (Nicht-)Vorhandensein
des Y-Chromosoms fiir die Geschlechtsbestim-
mung ausschlaggebend ist. Aus geringen Mengen
DNA lidsst sich mit diesem neuen Ansatz also
schnell, eindeutig und mit hoher Sicherheit das
Geschlecht unter anderem von Braun-, Eis- und
Schwarzbdren bestimmen. Die generelle Tech-
nik ist auch fir andere Sdugetiere interessant.
Ganz besonders gilt dies fiir solche Arten, die
im Freiland schwer zu beobachten und zu be-
proben sind. So liefert ein ganz dhnliches Ver-
fahren bereits wertvolle Ergebnisse tiber afrika-

nische und asiatische Elefanten [8].

- tobias.bidonfdsenckenberg.de
- alexander.kopatz(dbioforsk.no
- frank.hailerfdsenckenberg.de

Literatur

[1] Waits, L. P. & Paetkau, D. (2005) Journal of Wildlife Ma-
nagement 69, 1419-1433

[2] Kopatz, A. et al. (2013) Ann. Zool. Fennici 50, 327-332

[3] Bellemain, E. et al. (2005) Conservation Biology 19,
150-161

[4] Taberlet, P. et al. (1997) Molecular Ecology 869-876

[5] Palazon, S. et al. (2012) Galemys, Spanish Journal of
Mammalogy 24, 93-96

[6] Pages, M. et al. (2008) Conservation Genetics 10, 897-
907

[7] Bidon, T. et al. (2013) Molecular Ecology Resources 13,
362-368

[8] Ablering, M. et al. (2011) Molecular Ecology Resources
11, 831-834

Foto: © panthermedia | Sylvester Schneider

labor&more 8.13



