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1. Einleitung

Die Wildkatze (Felis silvestris SCHREBER, 1777) ist eine waldbewohnende Art, die aufgrund
ihrer heimlichen Lebensweise schwer zu erfassen ist. Entsprechend schwierig gestaltet sich
eine flachenscharfe Abgrenzung ihres Areals und besonders eine fundierte Abschatzung ihrer
Populationsgrofe. Bis dato wurde versucht, mittels einer Umfrageaktion an Forster, Jager und
anderen sich im Wald aufhaltende Personen in Kombination mit der Auswertung von Totfun-
den (vor allem Verkehrsopfer) zumindest ndherungsweise eine Vorstellung vom besiedelten
Areal der Wildkatze zu bekommen. Erganzende Telemetriestudien lieferten wertvolle Hin-
weise zu ReviergroBen und Wanderdistanzen, sind aber selbst in Verbindung mit Umfragen
nicht in der Lage, hinreichend genau die Populationsgrolie der Wildkatze abzuschatzen.

Vor wenigen Jahren wurden allerdings entscheidende Fortschritte in der genetischen Analyse
von Wildkatzen gemacht (Menotti-Raymond et al. 1999, Kleisinger et al. 2002), so dass nun
auch tber Wildkatzengewebe, wie z.B. Haare, Erfassungen durchgefuhrt werden koénnen.
Damit er6ffnet sich eine neue Mdglichkeit des Monitorings von Wildkatzen.

Zur Gewinnung des flr die genetischen Analysen notwendigen Gewebematerials hat sich in
den vergangenen Jahren eine sehr simple und kostengunstige Methode als geeignet herausge-
stellt: die Haarfallen-Methode. Hierbei werden in dem zu untersuchenden Gebiet mit Baldrian
versetzte Holzstocke ausgebracht, an denen sich die Wildkatzen reiben und somit Haare an
den Stdcken zurtick lassen. Baldrian ist bekannt dafir, dass es auf Wild- und Hauskatzen an-
lockend wirkt. Diese Haare kdnnen genetisch untersucht werden.

Genau hier setzt die vorliegende Pilotstudie an, in der die Haarfallen-Methode auf ihre Eig-
nung als Erfassungsmethode im Rahmen des FFH-Monitorings erprobt werden soll. In einem
Vorgangerprojekt (Denk & Haase 2006) wurden in zwei unterschiedlich grof3en und unter-
schiedlich strukturierten Gebieten im Taunus Haarfallen ausgebracht. Die im Rahmen dieser
Vorgéngerstudie gewonnenen Haarproben bilden die Grundlage fir das hier vorliegende Pro-
jekt. Ziel ist es, die gewonnenen Haarproben genetisch zu analysieren, um zum einen festzu-
stellen, ob es sich tatsachlich um Wildkatzen handelt und zudem, wie viele Individuen sich
dahinter verbergen. Mit Hilfe dieser genetischen Daten und in Verbindung mit dem Fallende-
sign der VVorgéangerstudie sollte es abschlieBend moglich sein, eine erste Abschétzung der Po-
pulationsgrofle der Wildkatze in den beiden Untersuchungsgebieten vorzunehmen und die
Tauglichkeit der Erfassungsmethode zu beurteilen.

2. Grundlagen

In diesem Kapitel werden zum einen die genetischen Grundlagen dieser Studie in Form eines
kurzen allgemeinverstdndlichen Abrisses wiedergegeben und zum anderen, ebenfalls kurz, die
wesentlichen Ergebnisse der oben erwéhnten VVorgangerstudie (Denk & Haase 2006) zusam-
mengefasst. Letzteres ist insofern notwendig, da diese Ergebnisse die Grundlage der hier vor-
gestellten Untersuchungsergebnisse bilden.

2.1 Genetische Grundlagen

Die genetischen Untersuchungen verfolgen im Wesentlichen zwei Ziele:
1. Kldrung der Frage, ob es sich bei den gesammelten Haaren um eine Wildkatze handelt
und
2. Feststellung der Anzahl unterschiedlicher Individuen.



Hierzu wurden zwei verschiedene genetische Verfahren eingesetzt.

zu l. Wildkatze oder Hauskatze

Zur genetischen Unterscheidung verschiedener Arten werden sogenannte Marker verwandt.
Marker sind definierte Abschnitte auf der DNA, die zwar dieselbe Funktion haben (z.B. fir
das selbe Enzym kodieren), jedoch in ihrer Basenreihenfolge geringe, artspezifische Unter-
schiede aufweisen.

Grundsatzlich stehen hierfur i.d.R. verschiedene Marker zur Verfligung. In unseren Untersu-
chungen haben wir darauf verzichtet, die einzelnen Marker detailliert zu testen, da bereits in
den vergangenen Jahren verschiedene genetische Studien zu Wildkatzen durchgefihrt wurden
und sich dort ein bestimmter Marker als geeignet erwiesen hat (Bohle mundlich). Bei diesem
Marker handelt es sich um einen 138 Basenpaare (bp) langen Abschnitt der mitochondrialen
(mt) DNA, genauer gesagt der Kontrollregion fur die Replikation der mtDNA. Dieser Marker
ist bekannt flr eine vergleichsweise hohe Mutationsrate, so dass er sich nicht nur zur Unter-
scheidung verschiedener Arten, sondern auch verschiedener (Meta-) Populationen eignet.

Ein weiterer Vorteil der Ubernahme dieses Markers bestand darin, dass an die Ergebnisse des
Projektes ,,Rettungsnetz Wildkatze* (BUND) direkt angeknlpft werden konnte. Hierbei be-
stand der begriindete Eindruck, dass es sich um ein ausgereiftes Verfahren handelt und zudem
zusétzlich vorhandene Daten zur Kalibrierung unseres Verfahren direkt genutzt werden konn-
ten.

Durch die Sequenzierung dieses 138 bp langen DNA-Abschnittes und den Vergleich der re-
sultierenden Basensequenzen ist es zum einen moglich, die Artzugehdrigkeit festzustellen und
zum anderen, den sogenannten Haplotypen zu bestimmen. Zu einem Haplotyp gehéren sdmt-
liche Individuen, die in Bezug auf den untersuchten Marker die exakt gleiche Basenfolge
aufweisen. Die Abweichung von z.B. einer Base begriindet einen neuen Haplotyp. Uber-
schreitet die Zahl der Unterschiede in der Basenfolge eine bestimmte GréRenordnung, spricht
man von unterschiedlichen Arten. Die Feststellung, ob es sich um verschiedene Haplotypen
einer Art oder bereits um verschiedene Arten handelt, trifft man mittels einer phylogeneti-
schen Analyse, die graphisch in Form eines Stammbaumes darstellbar ist.

zu 2. Anzahl unterschiedlicher Individuen

Wie bereits oben erwahnt, subsummiert ein Haplotyp samtliche Individuen einer Art, mit ex-
akt der gleichen Basenfolge innerhalb des untersuchten Markers. Umgekehrt bedeutet dies
aber auch, dass verschiedene Individuen dem selben Haplotyp angehéren kdnnen, so dass
man aus der Anzahl der Haplotypen nicht zwangslaufig die Anzahl der Individuen ableiten
kann. Hierzu ist eine weitere genetische Analyse notwendig, die mittels sogenannter Mikrosa-
telliten erfolgt.

Mikrosatelliten bestehen aus kurzen (1-6 bp), nicht-codierenden, sich wiederholenden (repeti-
tiven) DNA-Sequenzen (vgl. Abb.1) und sind in groRBer Anzahl (ber das gesamte Genom ver-
teilt (Schlotterer 1998). Bei den héufigsten ,,repeat” Motiven handelt es sich um Dinukleotide
(2 bp), aber auch Tri- bis Hexanukleotide (2-6 bp) kommen vor. Mikrosatelliten-Mutationen
sind Anderungen in der Anzahl dieser repetitiven Einheiten, verursacht durch den intramole-
kularen Mechanismus des sog. DNA , lippage". Das h&ufigste Mutationsereignis bei Mikrosa-
telliten-Allelen ist der Zugewinn oder der Verlust einzelner repetitiver Einheiten. Mutations-
raten sind entsprechend hoch und beginstigen somit den hohen Grad an Polymorphismus
(Schldtterer 1998). Wegen ihrer hohen Heterozygositat werden Mikrosatelliten als ,,geneti-
scher Fingerabdruck” u.a. auch in Vaterschaftsanalysen eingesetzt. Der spezifische multilokus
Genotyp ist bei jedem Individuum unterschiedlich. Die Mikrosatelliten-DNA wird von Vater
und Mutter den Mendel schen Regeln entsprechend an die Nachkommen weitergegeben.
Aufgrund der Co-Dominanz und der hohen Variabilitat der Mikrosatelliten kénnen anhand



des spezifischen Mikrosatelliten-Musters (=Allelzusammensetzung, Genotyp) Individuen
voneinander unterschieden und Aussagen Uber Verwandtschaften getroffen werden.

5 -AATGACCTGGGATCGAAAGTAGTCCGTTGCTAAGCTAGCTTAGCATCGAATAA
TAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAAT-
GATCCCTTAGTCGATCGGATCGCGATCGGGTAGCCATAAACGTACGATAGCTCG-
3

Abb. 1: Basenabfolge eines hypothetischen Mikrosatelliten-Locus. Fett gedruckte Buchstaben zeigen den eigent-
lichen Mikrosatelliten an, in diesem Fall ein Tri-Nucleotid mit 19 Wiederholungen (AAT)o. Unterstrichene Be-
reiche sind die Primer-Regionen.

Um verschiedene Individuen einer Art unterscheiden zu kdnnen, ist es i.d.R. notwendig, ver-
schiedene Mikrosatelliten-Loci zu untersuchen. In der Literatur wird eine Zahl von mindes-
tens funf empfohlen (Paetkau 2003). Auch hier haben wir auf verschiedene Vorstudien zur
Wildkatzengenetik zurlickgegriffen (Hille et al. 2000, Eckert 2003, Randi et al., Bohle, nicht
veroffentlicht). Aus der Kombination der in diesen Studien verwendeten Mikrosatelliten ha-
ben wir letztlich ein Set von 16 nucledren (Nucleus = Kern) Loci ausgewahlt und als Grund-
lage flr unsere Untersuchungen eingesetzt.

Die eigentliche Analyse ist eine sogenannte Fragmentanalyse. Im Gegensatz zur Sequenzana-
lyse werden hier nicht die einzelnen Basen betrachtet, sondern die unterschiedlichen Langen
verschiedener DNA-Abschnitte (Mikrosatelliten-Loci). D.h., eine bestimmte Anzahl von aus-
gewahlten Mikrosatelliten-Loci wird vervielfaltigt und kann auf einem geeigneten Sequenzie-
rer entsprechend ihrer unterschiedlichen L&ngen aufgetrennt werden. Man erhélt letztlich ein
Bandenmuster unterschiedlich langer DNA (Mikrosatelliten)-Fragmente, die individuell un-
terschiedlich sind.

2.2 Wesentliche Ergebnisse der Vorgangerstudie

Das Ziel des Vorgangerprojektes war es, mit Hilfe von Haarfallen Haarproben von Wild-
katzen in zwei unterschiedlichen Gebieten zu gewinnen. Die mit Baldrianwurzel versehenen
Haarfallen wurden in 102 Rasterfeldern in Gebiet 1 (a2 2 km?) und in 32 Rasterfeldern (a 2
km?) in Gebiet 2 an geeigneten Standorten ausgebracht und in einem einwdchigen Rhythmus
abgesucht. Die Haarfallen wurden Ende Oktober in den Gebieten aufgestellt. Der erste Kon-
trolltermin war am 28.10.2006 und der letzte der sieben Kontrolltermine war der 13.12.2006.
Beide Gebiete unterscheiden sich hinsichtlich des Waldanteils. In Gebiet 1 sind 86% mit
Wald bedeckt, in Gebiet 2 54%. Zudem sind die Gebiete unterschiedlich fragmentiert. Gebiet
1 ist kaum von groRReren StralRen zerschnitten und es liegen wenige Ortschaften innerhalb der
102 Rasterflachen, wohingegen das Gebiet 2 stark zerschnitten ist, verschiedene Stral3en (z.B.
B8, B 275) fiihren durch das Gebiet und es liegen relativ viele Ortschaften innerhalb der 32
Rasterflachen.

Die Fallen wurden nicht in der Mitte der einzelnen Probeflachen angebracht, sondern zur Er-
hoéhung der Fangwahrscheinlichkeit an fur Wildkatzen geeigneten Strukturen. Dabei wurden
die Fallen so ausgebracht, dass die Stellen gut zu erreichen sind (Verminderung des Aufwan-
des), ein fur Wildkatzen attraktives Biotop umfassen und die Tiere durch die Lockwirkung
nicht gefédhrdet wurden (kein Standort in der N&he von stark befahrenen Stralen).

Durch die Untersuchung sollte neben der Eignung der Haarfallen zum Monitoring von Wild-
katzen auch untersucht werden, ob sich die unterschiedlichen Strukturen auf das Wildkatzen-
vorkommen auswirken. Dies sollte vor allem durch einen Vergleich der Gebiete 1 und 2 er-
folgen.



Im Rahmen der VVorgéangerstudie 2006 wurden die positiven Haarfunde (93 in Gebiet 1 und 56
in Gebiet 2) an den Haarfallen miteinander verglichen und die Daten statistisch ausgewertet,
da zu diesem Zeitpunkt eine Unterscheidung zwischen Hauskatze und Wildkatze nicht mog-
lich war. Dabei zeigte sich, dass die Unterschiede zwischen Gebiet 1 und 2 in der Zahl der
Positivkontrollen und im Waldanteil (in Gebiet 1 hoher) statistisch signifikant waren.

3. Aufgabenstellung
Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden folgende Aufgaben bearbeitet:

e genetische Analysen mittels Sequenzdaten und Mikrosatelliten der 2006 gewonnenen
Proben. Ziel ist die Artbestimmung und die individuelle Unterscheidung der Wildkatzen

e Aussagen zum Vorkommen und zur Populationsdichte der Wildkatze im Rheingau-
Taunus-Kreis in Gebiet 1 und 2

o Darstellung der Unterschiede zwischen beiden Gebieten

¢ eine Dokumentation und Diskussion der Methodik und der Ergebnisse

e eine Diskussion der Praktikabilitat der Methode

¢ die Eingabe der mit der Haarfallen-Methode gewonnen Wildkatzen-Nachweise, sowie neu
eingegangener Wildkatzen-Meldungen in die hessische Artdatenbank Mnatis,

4. Material und Methoden
4.1 Genetische Methoden

4.1.1 Isolation der DNA

Die Isolation der DNA wurde mit dem QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen) durchgefiihrt. Die-
ses Kit ist speziell fur die DNA-Extraktion von Proben mit geringem Ausgangsmaterial ge-
eignet, wie z.B. Blutspuren, Gewebereste, Speichel oder auch Haare. Das Prinzip des Kits be-
ruht auf der selektiven Bindungseigenschaft einer Silika-Membran, die einerseits sehr geringe
DNA-Mengen bindet, aber andererseits fur Proteine, Nucleasen und andere Storstoffe durch-
lassig ist.

Zu Beginn wurde jede Haarproben unter dem Binokular untersucht, ob die Einzelhaare eine
Wurzel hatten (HW) oder ob nur der Haarschaft (HS) vorhanden war. Zur Standardisierung
der Methode verwendeten wir, sofern moglich, entweder 3 HW oder 5 HS pro Probe. Die
Prozedur der DNA-Aufreinigung erfolgte in vier Schritten: 1) Lysieren des Probenmaterials,
2) Binden der DNA an die Membran, 3) Waschen der DNA und 4) Eluieren der DNA.

1) Lysieren des Probenmaterials: Die Haare einer Haarfallenprobe wurden in einem speziellen
Puffer mit dem Enzym Proteinase K und einer aquimolaren Menge an Di-Thiothreitol (DTT)
versetzt. Das DTT bricht die Struktur des Haares auf, sodass sich dieses vollkommen auflost.
Die Proteinase K ist ein Enzym, welches Zellen und Zellkompartimente aufbricht, und so die
DNA aus Zellkern und Mitochondrien freigibt. Nach einer Inkubationszeit von mindestens
drei Stunden bei 57 °C war die Haarstruktur vollstandig aufgeldst.

2) Binden der DNA an die Membran: Die Lysate wurden je auf eine QlAamp MinElute Séule
mit Silika-Membran transferiert. Durch Zentrifugation wurden die Lysate durch die Membran
gewaschen, wobei die Silika-Membran die DNA absorbierte. Der Uberstand wurde verwor-
fen.



3) Waschen der DNA: Mittels Zentrifugation wurde in zwei aufeinander folgenden Wasch-
schritten mit speziellen Puffern (AW1 und AW?2) die in der Membran gebundene DNA von
Proteinen, Nukleasen und storenden Salzen gereinigt.

4) Eluieren der DNA: In einem letzten Zentrifugationsschritt wurde die gereinigte DNA mit
40 pl destilliertem Wasser aus der Membran geldst. Das Wasser bewirkte eine pH-Wert-
Anderung der Silika-Membran, wodurch diese fiir Nucleinsiuren durchlassig wurde.

Die DNA-Konzentration in ng/ul sowie die Reinheit der DNA-LAsungen wurde mit einem
Spektrometer (NanoDrop, Peqlab) ermittelt.

4.1.2 Amplifikation der mtDNA
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Aus der gewonnenen DNA musste nun der zu untersuchende Marker, in unserem Falle die
Kontrollregion der mtDNA, herausgeldst und vervielfaltigt werden. Diese geschah mittels ei-
ner PCR.
Die PCR ist ein Verfahren zur Amplifizierung (Vervielfaltigung) von definierten DNA-
Abschnitten in vitro. Sie bietet die Moglichkeit, kleine Mengen an DNA mit Hilfe einer
DNA-Polymerase, meist der thermostabilen Tag-Polymerase, in kurzer Zeit zu vervielfélti-
gen. Die Polymerase bendtigt hierzu definierte Oligonukleotide als Primer flr beide Strange
der DNA, an deren 3"-Ende sie mit der Synthese des neuen Stranges beginnt. Die Primer sind
dabei zu einem Sequenzbereich des jeweiligen DNA-Stranges komplementar und ermdgli-
chen eine Synthese in gegenlaufige Richtung, so dass der DNA-Abschnitt zwischen den bei-
den Primern amplifiziert wird. Die Amplifikation erfolgt exponentiell, da nach jedem Zyklus
die doppelte Menge an DNA vorliegt. Ein PCR-Zyklus besteht aus drei Reaktionsschritten:

1. Denaturierung: DNA-Strange trennen sich bei 90°C bis 94°C

2. Annealing: Anlagerung der Primer an die Matrizen-DNA bei geeigneter Temperatur

3. Renaturierung: die DNA-Polymerase synthetisiert mit Hilfe der vier Desoxynukleotide

(dNTPs) den zur Matrize komplementéren Strang.

Die von uns fur die Sequenzierung verwendeten Primer (LF4 und CHR) definieren einen
relativ kurzen (138 Basenpaare), jedoch hoch variablen Bereich der Kontrollregion. Die PCR
wurde nach Freeman et al. (2001) durchgefuhrt. Das Ergebnis der PCR bestand aus
zahlreichen Kopien des Markers, die einer Sequenzanalyse unterzogen wurden.

4.1.3 Sequenzanalyse

Die PCR-Produkte wurden zum Sequenzieren der Firma AGOWA (Berlin) zugeschickt. Die
Sequenzen wurden mithilfe des Programms SEQUENCER4.7 manuell editiert, d.h., das E-
lektropherogramm (Abb. 2) der Sequenzen wurde auf unsichere Stellen untersucht.

Bei Uneindeutigkeiten in der Basenzusammensetzung wurde eine Probe erneut amplifiziert
und sequenziert. Blieben nach erneuter Sequenzierung Basenpositionen uneindeutig, wurden
diese in der Sequenz als ,,N* markiert und als ,,missing data* bei der Analyse nicht berlck-
sichtigt. Bei Sequenzen, die sich in mindestens einer Position der Basenabfolge unterschei-
den, spricht man von verschiedenen ,,Haplotypen®. Sequenzen von verschiedenen Individuen
kénnen den gleichen Haplotyp tragen. Zwei Proben mit unterschiedlichem Haplotyp mussen
jedoch von unterschiedlichen Individuen stammen.



]
=|—
==
=i[—
3|
3|
=g ey
L[
==
==y
3|
==
=il—
&
=r|
&
3|
==
o !
]
==y
=il—
I

i

Abb. 2: Elektropherogramm aus SEQUENCERA4.7. Dargestellt ist ein 23 Basenpaar-Sequenzabschnitt der analy-
sierten mtDNA von zwei verschiedenen Individuen (A und B). Markiert sind zwei variable Positionen.
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Genebank

Das National Institute of Health, das European Molecular Biology Laboratory und die DNA
Databank of Japan unterhalten untereinander vernetzte Sequenz-Datenbanken. Alle renom-
mierten wissenschaftlichen Zeitschriften verlangen heute, dass Sequenz-Daten von publizier-
ten Artikeln in einer dieser Datenbanken hinterlegt werden. Diese Daten kénnen dann von je-
dem anderen Forscher fur wissenschaftliche Arbeiten verwendet werden.

Jede unserer Proben wurde in dieser Online-Datenbank (Genebank) Uberpruft. Mit Hilfe eines
Suchalgorithmus namens BLAST (basic local alignment search tool) kann man in Genebank
nach &hnlichen Sequenzen suchen. Dadurch lieR sich vorab feststellen, ob es sich bei der vor-
liegenden Sequenz tatsachlich um Katzen-DNA, und nicht etwa um DNA von anderen Sduge-
tieren, handelte.

Referenzdaten

Bei den nach dem vorangegangenen Schritt editierten Sequenzen ist zwar klar, dass es sich
um Katzen-DNA handeln muss, allerdings noch unklar, ob es sich um Haus- oder Wildkatze
handelt. Um diese Frage zu kldren, muissen die Daten einer phylogenetischen Analyse (siehe
unten) unterzogen werden, die wiederum mittels sicher zuzuordnender Referenzdaten kalib-
riert werden muss. Fur diese Kalibrierung wurden 27 Referenz-Sequenzen von morpho-
metrisch sicher bestimmten Haus- und Wildkatzen in den Datensatz geladen. Diese Referenz-
Sequenzen stellen unterschiedliche Haplotypen von Katzen aus verschiedenen Regionen dar
(Tharingen, Hessen, Niedersachsen, Eifel und Pfalz) und wurden einer Diplomarbeit des Phy-
logenetischen Museums der Universitat Jena entnommen (Stephanow 2006). Zusatzlich wur-
den von weiteren 27 morphometrisch sicher bestimmten Totfunden (Haus- und Wildkatzen)
aus der Pfalz und Hessen Gewebe entnommen, DNA isoliert, amplifiziert und sequenziert,
und die Sequenz dieser Referenzen ebenfalls in den Datensatz geladen, sodass dieser durch
insgesamt 54 Referenz-Sequenzen abgesichert wurde.

Alignment
Die editierten Sequenzen wurden anschliefend in einem gemeinsamen Datensatz

zusammengefasst. Fast alle phylogenetischen Algorithmen vergleichen homologe Positionen
der DNA-Sequenzen. In fast allen Genen kommt es aber gelegentlich zu Deletionen oder
Insertionen von Nukleotiden oder langeren Genabschnitten. Dadurch entstehen
unterschiedlich lange Sequenzen. Durch Einsetzen von ,Leerstellen”, sog. ,,gaps*“ an den
Stellen der Insertionen/ Deletionen (,,indels*) werden die Sequenzen auf gleiche L&nge
gebracht und homologe Nukleotide verschiedener Sequenzen an die gleiche Position gerickt.
Diesen Vorgang nennt man ,,alignen®, das Resultat ist das ,,Alignment*.



Der von uns verwendete phylogenetische Algorithmus ist ClustalX, der in dem Programm
Sequencer implementiert ist. ClustalX vergleicht zundchst alle Sequenzen paarweise
miteinander, erstellt paarweise Alignments und eine Ahnlichkeitsmatrix. Aufgrund der
Ahnlichkeit wird dann ein Dendrogramm errechnet. Mit diesem Dendrogramm werden im
dritten Schritt alle Sequenzen alignt.

Phylogenetische Analyse

Alle Katzen-Proben wurden mit dem Programm PAUP einer phylogenetischen Analyse unter-
zogen. Das Programm konstruierte auf der Basis des Alignments einen phylogenetischen
Baum, in dem alle Proben gleichen Haplotyps einen ,,Cluster” (= Gruppe) bildeten. Mittels
der Referenzsequenzen, die eindeutig Hauskatzen (HK) und Wildkatzen (WK) zuzuordnen
sind, sollten die Haarfallenproben aufgrund von Gruppierungen mit den Referenz-Haplotypen
ebenfalls HK oder WK zugeordnet werden.

4.1.4 Mikrosatellitenanalyse

Da man bei Proben mit identischem Haplotyp nicht sagen konnte, ob es sich um das selbe
Tier handelte, sollten insgesamt 101 Haarfallenproben, die durch die Sequenzierung entweder
Haus- oder Wildkatze zugeordnet wurden, einer Mikrosatellitenanalyse unterzogen werden.
Durch eine solche Analyse sollten die Haarfallenproben auf einzelne Individuen zurlickge-
fuhrt werden.

Auswahl der Loci

VVon den Gber 300 Mikrosatelliten-Loci, die fir die Hauskatze (Felis catus) gefunden wurden
(Menotti-Raymond et al. 1999), wurden zunéchst 16 Loci ausgewahlt. Als Hauptauswahlkri-
terium diente die Anwendung der jeweiligen Marker in anderen Wildkatzen-Projekten (z.B.
Hille et al. 2000, Eckert 2003, Randi et al., Bohle, nicht verdffentlicht) sowie die Variabilitat
der Marker in der Hauskatze (Menotti-Raymond et al. 1999), da dies auf eine ebenfalls hohe
Variabilitat in der nahe verwandten Wildkatze (Felis silvestris) hinweist. Ein MaR flr die Va-
riabilitat eines Mikrosatelliten-Locus ist die Heterozygositat (H.), die Werte zwischen 0 und 1
annehmen kann. Es handelt sich hierbei um den Anteil der Proben, die an einem Locus zwei
verschiedene Allele tragen, also heterozygot sind.

Mit dem Programm GENEPOP wurden die 16 Loci mit einem Subsample von 25 Proben auf
ihre Heterozygositat getestet. Die ausgewahlten Proben fur diesen Test wiesen entweder ver-
schiedene Haplotypen auf oder stammten aus verschiedenen Regionen, sodass es sich bei die-
sen 25 Proben um 25 Individuen handeln musste. Die 16 Loci wurden ihres He-Wertes nach
geordnet, die von 0.52 bis 0.91 reichten. Die ersten fiinf Loci hatten einen H.-Wert von 0.78
bis 0.91, was als ausreichend variabel gilt (Paetkau 2003) und wurden daher fiir die Bestim-
mung der Individuen ausgewahlt.

Fluoreszenzmarkierung der Mikrosatelliten-Primer

Um die Lange eines Mikrosatelliten auf die Base genau bestimmen zu kdnnen, wurden die
PCR-Produkte auf einem Sequenzierer (Beckman-Coulter) einer Fragmentanalyse unterzogen
(s.u.). Die Fragmente mussten zu diesem Zweck mit speziellen Fluoreszenzfarbstoffen mar-
Kiert sein. Hierfur wurden von den 16 Primer-Paaren jeweils der Vorwarts-Primer mit einem
der drei Fluoreszenzfarbstoffe D2 (schwarz), D3 (grin) und D4 (blau) markiert bestellt. Bei
der Auswahl der Farbstoffe fur jeden Primer wurde die L&nge der erwarteten Fragmente (s.
Tab. 1, Menotti-Raymond et al. 1999) bericksichtigt, um mdglichst viele Loci in einer PCR
gleichzeitig amplifizieren zu konnen (s.u.). Mit drei Farben und zwei Fragmentlangen-
Kategorien (lang und kurz) konnten bis zu sechs Loci simultan amplifiziert werden (Tab. 1).
Dadurch war die Amplifizierung der 16 Mikrosatelliten-Loci in nur drei Reaktionen pro Probe
maoglich.
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Tab. 1: Fluoreszenzmarkierung (D1, D2, D3) der Mikrosatelliten-Primer und Zusammenstellung der 16 Loci in
drei Multiplex-Ansatzen anhand der Fragmentlange in bp und Farbmarkierung.

Multiplex 1 FCAO08 (105-145) |FCAO035 (120-164) | FCA045 (140-160)
FCA105 (174-204)  |FCA031 (218-256) | FCA223 (190-230)

Multiplex 2 FCAL23 (122-146) |FCA043 (111-139) | FCA023 (130-156)
FCA115 (176-258) | FCA096 (181-231)

Multiplex 3 FCA126 (104-138) |FCA090 (71-139) | FCA164 (146-166)
FCA424 (171-187 | FCA441 (153-183)

Amplifizierung der Mikrosatelliten-Loci

Die Amplifizierung der Mikrosatelliten-Loci erfolgte mittels einer Multiplex-PCR. Dadurch
konnten bis zu sechs Loci simultan amplifiziert werden. Zu diesem Zweck wurde das Multip-
lex PCR Kit von Qiagen verwendet. Dieses Kit ist durch eine HotStarTaqg DNA Polymerase
und speziell auf diese Polymerase abgestimmte Puffer in der Lage, Primer mit stark unter-
schiedlichen Schmelztemperaturen bei einer einheitlichen Annealing-Temperatur von 57 °C
bis 63 °C an die template-DNA anzulagern.

Zur Einstellung des Systems wurde mit Hauskatzen-DNA experimentiert, die extra zu diesem
Zweck isoliert wurden.

Die Primer wurden zundchst in einzelnen PCRs getestet, um das jeweilige Muster der Mikro-
satelliten-Loci zu charakterisieren (Abb. 3). Dieses Muster wird durch sog. Stotterbanden
verursacht (Abb. 3). Stotterbanden sind das Resultat von in vitro DNA slippage wéhrend der
PCR Amplifikation.

Im né&chsten Schritt wurden die Primer in Multiplex-PCR mit wenigen Proben getestet, um die
beste Annealing-Temperatur herauszufinden. Hierflr wurde der Reaktionsansatz in einem
Temperatur-Gradienten-Cycler bei drei Temperaturen (57, 60 und 63 °C) getestet.

Bei allen Multiplex-PCRs wurde das Qiagen Protokoll ,,Amplification of Microsatellite Loci
using Multiplex PCR* befolgt. Das Reaktionsvolumen wurde aus 6konomischen Griinden auf
10 pl reduziert, wobei das VVolumenverhéltnis der Reagenzien beibehalten wurde. Es wurden
3 ul template-DNA eingesetzt. Die Annealing-Temperatur betrug 60 °C.

Alle PCR-Produkte wurden bis zum Auftragen auf den Sequenzierer bei 4 °C gelagert.
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Abb. 3: Beispiele fiir typische Mikrosatelliten-Muster mit Stotterbanden. Dargestellt sind drei Loci mit drei ver-
schiedenen Farben (A = blau, B =griin, C = schwarz). Allele sind markiert (A und C: heterozygot, B: homozy-

got).

Fragmentanalyse

Die PCR-Produkte der Multiplex-PCR wurden einer Fragmentanalyse unterzogen. Hierflr
wurde 1 pl jeder Probe mit 29 pl SLS-Puffer und 0.3 pl Size Standard gemischt. Die Frag-
mentanalyse erfolgte auf einem Beckman-Coulter 8-Kapillar Sequenzierer im Forschungsin-
stitut Senckenberg, Frankfurt a. M..

Die Auswertung der Fragmentanalyse erfolgte mit dem Programm GENEMARKER 1.6. Dieses
Programm ermdglicht die Bestimmung der genauen Fragmentlangen, die den einzelnen Alle-
len entsprechen. Jeder Locus kann ein (= homozygot) oder zwei (= heterozygot) Allele auf-
weisen. Die Alleldaten pro Probe und Locus wurden in einer Tabelle zusammengefasst. So
sollte jeder Probe der spezifische Genotyp (genetischer Fingerabdruck) zugeordnet werden
und Proben derselben Individuen ausfindig gemacht werden.

4.2 Fang und Wiederfang-Analyse

Um Aussagen uber die PopulationsgrofRe der Wildkatzen in Gebiet 1 und 2 abzuschétzen,
sollten bei der vorliegenden Studie, die durch die genetischen Analysen gewonnenen Daten,
mit dem Modul CAPTURE innerhalb der Software MARK (White & Burnham 1999) ausge-
wertet werden.
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5. Ergebnisse
5.1 Ergebnisse der DNA-Isolierung

Durch die DNA-Isolierung konnten Losungen mit 1 — 98 ng DNA/ul gewonnen werden (Mit-
telwert von 5,27, Median von 2,33). Das Spektrometer zeigte anhand eines Graphen, der die
Absorption der Probe bei verschiedenen Wellenldngen beschreibt, dass die DNA-LAsungen
nicht nur schwach konzentriert waren, sondern auf’erdem ein hohes MaR an Unreinheit auf-
wiesen (Abb.4 Kurve A). Abb.4 Kurve B zeigt, wie der Kurvenverlauf im Optimalfall ausse-
hen sollte. Hierbei ist vor allem der Quotient aus der Absorbierung bei 260 nm (Maximum) zu
230 nm (lokales Minimum) von Bedeutung, der die Reinheit der Nucleinsdure angibt.
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Abb. 4.: DNA-Absorbtionsmuster. A = Graph des DNA-Isolats zweier Haarfallenproben (schwarz, griin). B =
Graph eines DNA-Isolates einer Gewebeprobe.
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5.2 Ergebnisse der Sequenzierung

Von den 150 Proben konnten bei 148 Proben DNA-Isolate hergestellt werden, von denen bei
101 Haarfallenproben eine Sequenz generiert wurde. Bei 47 Proben konnte trotz mehrfacher
Wiederholungen die Amplifizierung des Sequenzmarkers nicht erfolgreich durchgefuhrt wer-
den, weshalb eine Sequenzierung nicht moglich war. Diese 101 Sequenzen wurden mit 54 Re-
ferenzsequenzen sowie weiteren 158 Katzen-Sequenzen aus anderen Projekten in einem Ge-
samtdatensatz vereinigt (n = 313 Proben) und einer phylogenetischen Analyse unterzogen. Im
Phylogenie-Baum fallen deutlich zwei groRe Cluster (= Gruppen) auf, die sich um mindestens
15 der 138 Positionen (Basenpaare) unterscheiden (vgl. Anhang Phylogenie-Baum). In der ei-
nen Gruppe befinden sich mehrere Referenzsequenzen der Hauskatze (HK), in der anderen
Gruppe sind nur Wildkatzen-Referenzen (WK) vorhanden. Die deutliche Trennung dieser
beiden Gruppen, ermdglichte eine Zuordnung von 96 der 101 Sequenzen: es wurden 67 WK-
Sequenzen und 29 HK-Sequenzen bestimmt (s. Tab. 3 Anhang). Bei den 67 WK-Sequenzen
handelt es sich um funf verschiedene Haplotypen, die sich jeweils nur um eine Basenposition
unterscheiden. Neben den beiden GroRgruppen gab es im Phylogenie-Baum noch kleinere
Gruppen, die aufgrund mangelnder Referenzsequenzen nicht eindeutig Haus- oder Wildkatze
zugeordnet werden konnten. Hiervon waren fiinf Proben desselben Haplotyps betroffen. Diese
wurden in der Ergebnistabelle mit ,,?* vermerkt.

5.3 Ergebnis der Mikrosatellitenanalyse

Die Amplifizierung der einzelnen Mikrosatelliten-Loci mittels Test-Hauskatzen-DNA funkti-
onierte ohne Probleme. Dadurch konnte fiir jeden Locus das spezifische Stotterbandenmuster
festgestellt werden. Auch die Multiplex-PCR aller 16 Loci zeigte bei den Test-Proben Erfolg,
sodass das System als tauglich eingestuft wurde.

Von den insgesamt 101 zu analysierenden Proben zeigten hingegen 79 bei keinem der Loci
ein auswertbares Ergebnis. Bei den Ubrigen 22 Proben konnten bei ein bis neun Loci Allelda-
ten aufgenommen werden, jedoch nur bei sechs Proben waren Daten von mehr als finf Loci
vorhanden. Es konnten zwar einerseits Loci ausgemacht werden, die besser amplifizierten als
andere, jedoch waren es nicht immer dieselben Loci, die Alleldaten lieferten. Dies verhinderte
zusétzlich einen Vergleich der einzelnen Genotypen.

Bei Wiederholungen dieser Proben unter unverdnderten Reaktionsbedingungen konnten keine
zusétzlichen Daten gewonnen werden. Es zeigte sich vielmehr, dass die wenigen erhobenen
Daten z. T. nicht reproduzierbar waren: Loci, die zundchst als homozygot gewertet wurden,
zeigten in der Wiederholung ein zweites Allel, ein Problem, das als ,,allelic dropout™ bezeich-
net wird (Taberlet et al. 1999, Paetkau 2003, Hoffman & Amos 2005). Dies wird dadurch
verursacht, dass ein Allel in der PCR nicht amplifiziert und so ein scheinbar homozygoter
Genotyp entsteht. Ein weiteres Problem bestand in der Amplifizierung von ,.falschen Alle-
len”, d.h. von Artefakten, die nicht dem eigentlichen Locus entsprechen. Solche Vorgéange
werden durch die Anlagerung der Primer an unspezifischen Stellen verursacht und fihren zu
s0g. ,,misprintings” (Taberlet et al. 1999, Paetkau 2003, Hoffman & Amos 2005). Dadurch
wurden Artefakte als Allele gewertet, die in der Wiederholung nicht mehr auftauchten. Eine
Auswertung der Mikrosatelliten-Daten war aufgrund dieser Probleme nicht méglich.

54 Raumliche Verteilung der Wild- und Hauskatzennachweise

Auf der Basis der gewonnen Sequenzdaten konnten an 38 Standorten Wildkatzen und an 14
Standorten Hauskatzen nachgewiesen werden (Tab. 2). An 4 Standorten wurden sowohl
Wildkatzen- als auch Hauskatzenhaare gefunden sowie Haare, die bis jetzt noch nicht zuge-
ordnet werden konnten.
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Tab. 2: Liste der einzelnen Fallenstandorte mit Biotopbeschreibung, Lage, Zahl der Positivkontrollen mit
Haarfund und Ergebnis der Sequenzierung (WK=Wildkatze, HK=Hauskatze, ?=HK oder WK; S=Sonstiges). Die
mit Zahlen benannten Fallen liegen in Gebiet 1, die mit Buchstaben Benannten in Gebiet 2. Die Lage der
Fallenstandorte wurde im Gelande in eine topographische Karte 1:50.000 eingezeichnet und anschlieBend zur
Nutzung im GIS digitalisiert. Rechts- und Hochwert (GKK = Gaul-Kriger-Koordinaten) wurden im GIS
bestimmt. Als Ungenauigkeit muss 50 m angegeben werden. Die H6he wurde mit einer Ungenauigkeit von 10 m
auf der topographischen Karte abgelesen.

_ = - o WK/HK
= = % _ £ s kS /? IS
X 2< =< |88
3 SEl ©Y S¥ |£Eg¢E
a Biotopbeschreibung des Fallenstandorts T .= xS TS |N&®
1 lichter, junger Eichenbestand 280 3414433 5547435 |0
2 offene, grasige Saumstelle neben Waldweg 170 3416725 5546222 |0

Waldrand an einem Waldauslaufer in der Agrarland-
3 schaft 370 3419379 5547663 |0
4 Bachaue neben Kleiner Wiese, sehr strukturreich 240 3421446 5546147 4 WK
5 neben Brombeerdickicht 410 3418764 5542618 |0
6  |Wandrand neben groRer Waldwiese 455 3419690 5543205 |2 WK
7 Grasflache neben dichtem Laubholzjungwuchs 360 3420285 5542422 |1 WK
8 lichter Mischwald, grasig, mit Dickung 350 3421812 5542433 |1 S
9 Waldrand 260 3423317 5542091 |5 WK, HK
kleine Lichtung, Brombeergestripp,
10 | Fichtenjungwuchs 310 3423124 5542901 |0
11  |Wiese neben Bach 230 3424617 5542554 |0
12 |Mischwald 315 3425441 5543219 |2 WK
13 |Waldrand an Wiese 335 3427214 5543489 |0
14 |lichter, junger Eichenwald 190 3416532 5544977 |1 S
15  |Fichtenschonung 400 3417829 5545121 |1 WK
16 |Kahlschlag/Windwurf 480 3418738 5544402 |0
17  |Ufergeholz (Erle) an Wiese 230 3418765 5545573 |0
18 |groRere Waldwiese mit Geholz 260 3420637 5545207 |0
19  |[Erlengehdlz in Bachaue neben Waldwiese 240 3421355 5545139 |0
20  [Jungwuchs-Sukzessionsflache 430 3422598 5544437 |0
21  |lichter Buchenwald mit dichterem Unterwuchs 380 3423381 5545406 |1 WK
22  |Mischwald 390 3425444 5545204 |3 S
23  |kleine Lichtung 360 3427109 5544098 |0
24 |Waldrand an Waldwiese 430 3427456 5545527 |1 S
25 [lichter Wald nahe Waldwiese 300 3428761 5544123 |0
26  |lichter Buchenwald an Grasweg 390 3429435 5545322 |0
27 |grasiger Wegsaum 230 3415202 5547219 |0
Lichter, grasiger Hochwald (Mischwald) neben
28 [otholz-/ Gestriipp-Ansammlung, in der Ndhe Wiese |120 3417723 5547650 |0
29 |Waldrand bei Bachaue in Waldwiesental 150 3418594 5546260 |0
30 |kleine Lichtung mit niedrigen Brombeerstrduchern 390 3423362 5546431 |0
31 |Rand von frischer Kahlschlagflache 410 3422427 5547761 |1 WK
32 |Lichtung 430 3424651 5546313 |2 WK
33 |Brache 340 3425589 5547139 |2 WK
34  |lichter Wald mit Fels (mit Hohlen) 520 3426817 5546226 |0
35 |Rand von lichten Wald mit 2m hohem Unterwuchs 450 3427198 5547553 |3 WK
36  |Sukzessionsfldche/Unterwuchs 565 3428973 5546473 |0
37 |lichter Mischwald 440 3429837 5547009 |2 WK
38 |Brache 280 3431295 5546510 |1 S
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39 |Lichtung 320 3431266 5546978 |1
40 |Brache 320 3433044 5546467 |0
41  |Waldrand an Waldwiese 320 3433029 5547762 |1 WK
42  |Eichenwald 330 3413829 5548592 |2 WK
43 |junger Eichenwald neben Grasweg 310 3414903 5548431 |1 HK
44 |lichter Erlenwald in Bachaue 160 3415686 5548534 |0
45  |Grasweg 270 3417275 5548346 |0
46  |Rand von Wiese neben Mischwald 320 3417387 5549399 |0
47  |Brachflache 120 3418540 5548550 |0
48  |Bachufer/aue 150 3419261 5549761 |1 S
49  |Lichtung/Windwurfflache mit Krautschichtvegetation |400 3421201 5548454 |1 WK
50 |offene Gras-/Sukzessionsflache 370 3421512 5549563 |0
51  |Buchenhochwald 380 3422200 5548654 |1 WK
52  |Baume neben verbrachender Wiese 210 3423803 5548646 |1 WK
53 |lichter Fichtenwald an Bachaue 250 3424523 5548728 |0
54  |Bachaue 250 3425049 5549676 |0
55 |Bachaue 330 3426829 5548699 |0
56 |lichter Mischwald 340 3427358 5548916 |0
57 |Wiese/Brache mit Feldgeholz 505 3428736 5548081 |1 HK
Grasweg am Waldrand mit vorgelagerter Sukzessi- WK
58 |onsflache 475 3429522 5549477 |2
59 |Grasweg 565 3430418 5548308 |0
60 |Moosflache neben Grasweg unter Baumen 510 3431774 5548709 |1 WK
61 |Rand von frischer Kahlschlagflache) 500 3432164 5548491 |2
62  |lichter Wald 455 3432848 5549340 |0
63 |lichte grasige Stelle in Buchenwald 370 3417643 5550864 |1 WK
64 |Grasweg 180 3419123 5550383 |1 HK
65 |Grassaum neben Weg und Kahlschlagfliche 190 3419329 5551159 |1 HK
66 |Grassaum neben Forstweg in strukturreichem Tal 180 3420593 5550535 |0
67 |Bachaue 170 3421710 5550770 |0
68 |Bachaue 190 3422298 5550142 |0
69  |Saum neben strukturreicher Stelle in Laubwald 250 3423001 5551850 |0
70  |Wiesental 260 3425548 5550161 |1 S
71  |Mischwald neben grasiger Offnung 450 3425498 5551530 |0
72  |Bachaue mit jungen Erlen, nahe Bach 350 3427367 5550073 |2 WK
73 |Waldrand neben verbrachender Wiese 430 3427837 5550911 |0
lichte grasige Stelle neben Weg in Bachtal und neben
74 |Fichtenwald 400 3429776 5551540 |0
lichter Buchenwald mit wenig Unterwuchs (ehemaliger
75  |Steinbruch) 460 3432384 5551283 |0
76  |kleine Wiese im Wald zwischen Fichten 465 3432645 5551550 |1 S
77  |lichter Fichtenwald mit Unterwuchs 360 3418421 5553162 |3 HK
78  |kleine Lichtung neben Weg in Laubwald 290 3419437 5553683 |2 WK
79  |Gestriipp in Fichtenwald 395 3421143 5552594 |3 WK, ?
80 |Saum neben Grasweg an strukturreicher Offnung 310 3422673 5552408 |1 S
81 |Mischwald 330 3423903 5552614 |0
82  |Brachflache/Grasweg 250 3424593 5552993 |1 WK
83 |Brache neben Grasweg 280 3425403 5553275 |0
84 |Grasweg am Rand von dichtem Fichtengehdlz 410 3427331 5552088 |0
85 |Saum vor dichtem Gebiisch (junge Fichten) 390 3427626 5553127 |3 WK
86 |Grassaum 290 3428333 5553480 |1 S
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87  |Wiese neben Graben in groflem Wiesental 320 3429759 5553113 |0
88 |lichter Buchenwald mit dichtem Jungwuchs 445 3431584 5553726 |6 WK
89 |grasige Lichtung neben dichten Fichten 510 3433202 5553291 |2 WK
90 |Bachaue 200 3421446 5546884 |1 HK
91 |Waldrand an Waldwiese 390 3425189 5544472 |3 HK
92 |Brache 325 3431267 5545568 |1 S
93 [lichter Laubwald 360 3428433 5550528 |1 S
94  |Feldgehdlz mit Bunker in Waldwiesental 400 3430816 5550961 |2 WK
95 |Waldauslaufer (Brache und Feldgehdlz) 450 3431349 5551165 |0
96 |Laubwald (N&he Waldrand) 410 3421247 5553762 |0
97 |Brache neben Gehélzen in Waldwiesental 360 3431202 5552260 |3 HK
98 |Lichtung mit Unterwuchs 495 3433053 5552528 |0
99 |Bachaue 350 3426085 5554902 |2 S
100 |grasige offene lichte Stelle im Wald 320 3427810 5554593 |1 S
101 |Waldrand an Brachfléche 370 3428888 5554991 3 S
102 |kleine Offenflache neben niedrigem Fichtenwald 350 3429267 5555291 |0
a lichter Wald/Lichtung mit Unterwuchs 290 3455284 5564775 |4 HK
A |Bachaue 410 13451220 5573074 |2 WK
b |Bach, unter Eichen 385  |3455433 5565318 |1 S
B  |Lichtung 390 3453562 5565765 |5 WK
C  |Rand von Wiese/Brache 370 3452709 5573289 |1 WK
d  |Sukzessions-/Jungwuchsfléche 410  |3451120 5564076 |5 WK
D  |Windwurfflache mit Sukzession 340  [3453349 5573817 |2 WK, ?
e Lichtung 360 3452587 5563586 |0
E Bachaue 380 3454371 5573219 [1 ?
f Dickung 320 3453690 5563990 |0
F altere Holzeinschlagflache mit dichter Sukzession 310 3450794 5570948 [0
g Lichtung mit Kraut-/Unterwuchs und Farn 300 3454951 5564227 |0
G Waldrand neben verbrachender Wiese 370 3451796 5570341 |0
H  |Wiesengraben 330  [3452501 5571291 |1 S
I lichter Fichtenwald 430 3453745 5571789 |0
J Lichtung 450 3454227 5570716 [0
K |lichter Buchenwald 520  |3455746 5572259 |5 WK, HK
L Brache am Graben in Agrarlandschaft 275 3450456 5569122 |0
M  |Ufergehdlz am Bach in Wiesental 250 3450723 5570275 |1 S
N |Lichtung 360 3453584 5568898 |1 HK
O |Lichtung/lichter Buchenwald 370  [3452887 5569665 |5 WK
P Mischwald neben Waldwiese 340 3454728 5568750 |2 S
Q Laubwald (N&he Waldrand) 390 3455602 5568792 |0
R |lichter Buchenwald 347 |3450834 5566705 |7 HK
S |Feldgehélz neben Streuobstwiese 270 3451274 5567721 |4 HK
T  [lichter Buchenwald 380 3452703 5566786 |2 WK
U  |Bachaue neben Waldwiese 370  [3453477 5567757 |3 WK
V  |[lichter Wald/Lichtung 440 3454316 5567154 |2 WK
W  |lichter Fichtenwald 450 3455426 5568230 |0
X |sehr lichter Wald 350 3450518 5564846 |1 ?

an Brombeerhecke neben Streuobstwiese vor Wald-
Y Jrand 350 3451146 5565763 |1
z breites Feldgehdlz (10-15m) 355 3452815 5564653 |0
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5.4.1. Ergebnisse Gebiet 1

In Gebiet 1 wurden von den 93 Haarfunden nach der Sequenzanalyse 46 als Wildkatzen- und
15 als Hauskatzenproben identifiziert. Bei zwei Proben konnte bis jetzt noch keine Zuordnung
erfolgen. Bei den (brigen Haaren war eine Analyse nicht moglich.

Die Wildkatzenproben verteilten sich auf 28 Standorte (27,5%) und die Hauskatzenproben auf
9 Standorte (8,8%). Betrachtet man nur die positiv kontrollierten Standorte (Standorte, an de-
nen Haare gefunden wurden, n=36) wurden an 77,8% Wildkatzenhaare nachgewiesen und an
25% Hauskatzenhaare.

Wie aus einem Vergleich der Abb. 5 und 6 hervorgeht, wurden die Wildkatzenhaare vor-
nehmlich im Waldbereich an den Pflécken vorgefunden und die Hauskatzenhaare in der Nahe
von Siedlungen.

3412000 3446000 3420000 3424000 28000 3432000
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5 Positivkontrollen
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00 AULRN U000 Adnannn Aurannn A

Abb. 5: Rdumliche Verteilung der Positivkontrollen (Haarfunde) in Gebiet 1. (Die Lage der Kreise ist nicht iden-
tisch mit den Fallenstandorten). Kartengrundlage: CORINE Landcover-Daten.
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Abb. 6: Raumliche Verteilung der Wildkatzen- (blaue Kreise) und Hauskatzenproben (gelbe Dreiecke) (Die La-
ge der Punkte ist nicht identisch mit den Fallenstandorten). Kartengrundlage: CORINE Landcover-Daten

Vergleich mit friheren Wildkatzenmeldungen

Im Rahmen der Vorgéangerstudie 2006 (Denk & Haase 2006) wurden hessische Wildkatzen-
meldungen seit 1986 sowohl aus der Literatur als auch aus einer im Jahr 2003 durchgefiihrten
hessenweiten Umfrage zusammengestellt. Die Verteilung der Wildkatzenmeldungen im
Rheingau-Taunus-Kreis ist aus Abb. 7 zu entnehmen. Eine hohe Zahl an Meldungen liegt fur
den westlichen Teil des Landkreises vor, so dass ein vermehrtes Vorkommen der Art im Ge-
biet 1 zu erwarten gewesen war.

Innerhalb des Gebietes 1 lagen mehrere Meldungen in Form von Sichtbeobachtungen und ge-
sicherten Nachweisen, vor. Die Ergebnisse der Haarfallen-Methode bestétigen die Umfrage-
ergebnisse, wenn es auch im einzelnen Abweichungen gibt.
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Abb. 7: Karte der Wildkatzenmeldungen im Bereich des Gebietes 1. Quelle: natis-Datenbank, Stand: 08.12.2006.
Erlauterung der Signaturen: blau: sichere Wildkatzen-Nachweise, gelb: glaubhafte oder unsichere
Wildkatzenmeldungen; Dreieck: Meldungen und Nachweise von 1981-1999, Kreis: Meldungen und Nachweise
seit dem Jahr 2000. Kartengrundlage: CORINE Landcover-Daten

Haplotypen

In Gebiet 1 wurden drei verschiedene Wildkatzen-Haplotypen identifiziert, was auf mindes-
tens drei verschiedene Individuen hinweist (vgl. Abb. 8). Da allerdings verschiedene Indivi-
duen den gleichen Haplotyp besitzen kénnen, sagt dies wenig uber die tatséchliche Individu-
enzahl aus. Diese dirfte deutlich héher liegen.

Ein Haplotyp (Haplotyp 4) tritt ausschlieBlich in Gebiet 1 auf. Die zwei anderen (Haplotyp 1
und 5) wurden auch in Gebiet 2 nachgewiesen.

An den Fallenstandorten 35, 58 und 84 konnten zwei Haplotypen (Haplotyp 1 und Haplotyp
4) und am Fallenstandort 42 Haplotyp 4 und 5 nachgewiesen werden. Diese Fallen wurden al-
so von mindestens zwei Individuen besucht.
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Abb. 8:. Darstellung der nach der Sequenzanalyse identifizierten unterschiedlichen Wildkatzen-Haplotypen in
Gebiet 1. Die Zahlen stehen fir die fiinf unterschiedlichen Haplotypen die wéhrend der Untersuchung in beiden
Gebieten identifiziert werden konnten. Die Angaben 1 und 4 sowie 4 und 5 beziehen sich auf Probeflachen bei
denen zwei Haplotypen an den Haarfallen identifiziert werden konnten (Die Lage der Punkte ist nicht identisch
mit den Fallenstandorten). Kartengrundlage: CORINE Landcover-Daten

5.4.2 Ergebnisse Gebiet 2

Im Gebiet 2 wurden auf der Basis der Sequenzanalysen von 56 Haarfunden 21 Wildkatzen
und 14 Hauskatzen identifiziert. Bei drei Proben konnte bislang keine Zuordnung erfolgen.
Die ubrigen Haarproben konnten nicht analysiert werden.

Die Wildkatzennachweise verteilen sich auf 10 Standorte und die Hauskatzennachweise auf 5
Standorte. Es konnten somit in Gebiet 2 37,5% der Haarproben als Wildkatzenhaare und 25%
als Hauskatzenhaare identifiziert werden.

Die Wildkatzennachweise erfolgten ebenso wie in Gebiet 1 vornehmlich auf bewaldeten Fl&-
chen, wohingegen die Hauskatzennachweise in der Néhe von Siedlungen erfolgten (vgl. Abb.
9 und 10). Allerdings ist allein schon aufgrund der besiedelten Flache in Gebiet 2, diese Un-
terscheidung nicht so eindeutig wie in Gebiet 1.
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Abb. 9: Raumliche Verteilung der Positivkontrollen in Gebiet 2 (Die Lage der Kreise ist nicht identisch mit den
Fallenstandorten). Kartengrundlage: CORINE Landcover-Daten.
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Abb. 10: R&dumliche Verteilung der nach der Sequenzanalyse erfolgten Identifizierung von Wildkatzen (blaue
Kreise)- und Hauskatzenhaaren (gelbe Dreiecke) (Die Lage der Punkte ist nicht identisch mit den Fallenstandor-

ten). Kartengrundlage: CORINE Landcover-Daten
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Vergleich mit friheren Wildkatzenmeldungen

Bei einem Vergleich mit den Daten aus Umfragen und Literaturrecherche aus Hessen (Abb.
11) konnte kaum auf ein Vorkommen der Art im Gebiet 2 geschlossen werden, da nur nérd-
lich des Gebietes einige wenige Sichtungen gemeldet worden waren. Zudem liegt im &uReren
Randbereich im Westen der Untersuchungsflache (Probeflache M) eine unsichere Meldung
vor. Aktuell wurde noch eine Sichtung im Dombachtal aus dem Jahr 2003 gemeldet (in Abb.
11 nicht dargestellt), die innerhalb - im nordlichen Bereich - des Gebietes 2 liegt.

Die Ergebnisse der Sequenzanalyse zeigen allerdings ein anderes Bild (Abb. 10).

Mit Hilfe der Haarfallen-Methode ist zum ersten mal ein definitiver Nachweis der Art im Ge-
biet gelungen. Der Nachweis gelang dabei nicht nur im Randbereich des Gebietes, sondern
auch Innerhalb der Flache.
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Abb. 11: Karte der Wildkatzenmeldungen im Bereich des Untersuchungsgebietes 2. Quelle: natis-Datenbank
Hessen, Stand: 08.12.2006. Erlauterung der Signaturen: rot: sichere Wildkatzen-Nachweise, gelb: glaubhafte
oder unsichere Wildkatzenmeldungen; Dreieck: Meldungen und Nachweise von 1981-1999, Kreis: Meldungen
und Nachweise seit dem Jahr 2000. Kartengrundlage: CORINE Landcover-Daten

Haplotypen

Nach der Sequenzanalyse konnten in Gebiet 2 vier verschiedene Haplotypen festgestellt wer-
den. Somit muss zumindest von vier verschiedenen Individuen ausgegangen werden, die ihre
Haare an den Haarfallen hinterlassen haben. Da allerdings verschiedene Individuen den glei-
chen Haplotypen besitzen kdnnen, sagt dies wenig tber die tatsdchliche Individuenzahl aus.
Wobei zwei der Haplotypen nur in Gebiet 2 auftraten und die zwei anderen Haplotypen auch
im Gebiet 1 angetroffen wurden. Die ausschlief3lich in Gebiet 2 vorkommenden Haplotypen
konnten jeweils nur an einem Fallenstandort nachgewiesen werden (Haplotyp 2 an Fallen-
standort C und Haplotyp 3 an Fallenstandort V)

Zudem konnten am Fallenstandort K 2 verschiedene Haplotypen an einer Haarfalle nachge-
wiesen werden (Haplotyp 1 und 5).
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Abb. 12: Darstellung der nach der Sequenzanalyse identifizierten unterschiedlichen Haplotypen in Gebiet 2. Die
Zahlen stehen fir die flnf unterschiedlichen Haplotypen die wahrend der Untersuchung in beiden Gebieten iden-
tifiziert werden konnten. Die Angaben 1 und 5 beziehen sich auf Probefldchen bei denen zwei Haplotypen an
den Haarfallen identifiziert werden konnten. (Die Lage der Punkte ist nicht identisch mit den Fallenstandorten).
Kartengrundlage: CORINE Landcover-Daten

55 zeitlicher Verlauf der Wildkatzenhaarfunde an den Haarfallen

In der Vorgéngerstudie (Denk & Haase 2006) fiel ein Anstieg der positiven Haarkontrollen
zum Ende der Untersuchung auf. Ein dhnliches Bild zeigt sich auch, wenn man nur die Wild-
katzen-Funde betrachtet. Der beobachtete Anstieg ist allerdings nicht signifikant.
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Abb. 13: Zeitliche Verteilung des Anteils der Wildkatzenhaarfunde (Ergebnis der Sequenzanalyse).
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5.6 Ergebnis der Aktualisierung der Enatis-Datenbank zu Wildkatzenmeldungen
Hessens

Wie in Kap. 3 aufgefiihrt, lag unabhdngig von der Haarfallenuntersuchung ein Teil des Auf-
trags darin, neu eingegangene Wildkatzen-Meldungen zusammenzustellen und in eine Mnatis-
Datenbank einzugeben. Bis zur Fertigstellung dieses Abschlussberichtes lagen 18 Meldungen
vor, von denen einer als sicherer Nachweis gelten kann. Zudem wurden die Pflockstandorte
der Haarfallenstudie 2006 (Denk & Haase 2006) mit den Ergebnissen, die diese Studie liefert,
in die Datenbank Ubertragen (insgesamt 161 Datensatze). Es lagen 67 positive Wildkatzen-
haarfunde vor.

5.7. Ergebnis der Fang-Widerfang-Analyse

Die genetische Analysen lieferten keine Unterscheidung von einzelnen Individuen (vgl. Kapi-
tel 5.3 Ergebnis Mikrosatellitenanalyse). Daher war eine Fang-Wiederfang-Analyse und das
Abschatzen von PopulationsgréRen nicht moglich

6 Diskussion
6.1 Diskussion der Methodik

In der vorliegenden Untersuchung konnten in sieben Erfassungswochen auf einer Fldche von
insgesamt 268 km2 67 Nachweise von Wildkatzen und 29 Nachwiese von Hauskatzen er-
bracht werden. Haare anderer Arten fanden sich nur in geringem MaRe an den Fallen (vgl.
Denk & Haase 2006). Die Methode erwies sich also als selektiv fiir Katzen und als grundsétz-
lich geeignet zum Nachweis der Wildkatze. Zudem ist diese Methode fur die Tiere, im Ge-
gensatz zu einer Gefangennahme, stressfrei und schonend.

Bei der Beurteilung der Methode wird im Folgenden unterschieden, zwischen der Erfassung
im Freiland und der genetischen Labormethoden.

6.1.1 Diskussion der Freilandmethodik
Prinzipiell hangt der Fangerfolg vom Ort und von der Zeit der Erfassung sowie von der Be-
schaffenheit der Falle ab.

Ort

Die Fallenstandorte wurden so gewahlt, dass sie einerseits in einem fir Wildkatze attraktiven
Biotop liegen, andererseits aber in wenigen Minuten von befahrbaren Forstwegen erreichbar
sind. Wahrscheinlich liel3e sich der Fangerfolg noch steigern, wenn man die Fallen in weiter
abgelegene, ruhigere Waldabteilungen legen wirde. Dadurch wére allerdings, zumal bei der
groRen Anzahl an Fallen, der Zeitaufwand unverhaltnisméaRig grolR geworden. Zudem wiirde
man bei der Wahl abgelegener Standorte im Wald lebende Wildtiere bei jedem Kontrollgang
storen. Daher dirfte das gewahlte Verfahren eine gute Lésung darstellen.

Zeit

Die Erfassung wurde aufgrund einer VVorgabe des Auftraggebers von Ende Oktober bis Mitte
Dezember durchgefuhrt. Allerdings ist bekannt, dass Wildkatzen vor allem in der Ranzzeit
(Paarungszeit) besonders stark auf das Lockmittel Baldrian reagieren. Die Ranzzeit liegt in
der Regel zwischen Januar und Mérz. Es kann daher vermutet werden, dass der Fangerfolg
bei einer Verlegung des Erfassungszeitraums hoher gewesen wére. Um dies zu testen, wurde
von uns in Eigenleistung die Erfassung in Gebiet 1 mit dem selben Versuchsdesign im Febru-
ar und Mérz 2007 wiederholt. Tatsachlich war die Zahl der Positivkontrollen (Anzahl Haar-
funde, noch nicht nach Haus- und Wildkatze unterschieden) mehr als drei Mal so hoch. In ei-
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ner ersten Stichprobe wurden 5% der Haarproben sequenziert, wobei sich 80% als Wildkatze
und 6,6 % als Hauskatzen herausstellten (Senckenberg unveroff. Daten). Dieses Ergebnis deu-
tet also darauf hin, dass eine Erfassung in der Ranzzeit die Fangwahrscheinlichkeit erhdhen
wirde. Unsere Daten korrespondieren mit einer aktuellen Studie in der Schweiz, die ebenfalls
einen Anstieg der Haarfunde zur Ranzzeit (Weber briefl.) zeigt.

In den Monaten Januar und Februar muss zwar mit einer erhdhten
Schneefallwahrscheinlichkeit und damit erschwerten Kontrollbedingungen der Haarfallen
gerechnet werden, dies kann aber, aufgrund der deutlich héheren Fangwahrscheinlichkeit, in
Kauf genommen werden. Zu bedenken ist zudem, dass in den Monaten Oktober bis Dezember
héufig Treibjagden durchgefuhrt werden, was der Durchfiihrung der Erfassung eventuell
hinderlich sein kann. Ab Januar ist dies nicht mehr der Fall.

Die Haarfallen selbst sind einfach und kostengtinstig herzustellen. Beachtet werden muss nur,
dass die verwendeten Holzpflocke nicht zu glatt, sondern sagerau sind.

Zu bedenken ist, dass von Haaren im Vergleich etwa zu Muskelfleisch oder Blut, sehr wenig
DNA zu gewinnen ist. Daher muss neben einer Optimierung der Labormethoden (s.u.) auch
Uberlegt werden, wie man die Erfassungsmethodik selbst optimieren kann. Bereits bei der
vorliegenden Untersuchung wurde darauf geachtet, dass die Proben trocken, dunkel und kahl

(am besten eingefroren) aufbewahrt werden. Zukinftig sollten folgende Faktoren starker be-

achtet werden:

e Vermeidung von Schadigung der DNA durch UV-Licht (Sonnenbestrahlung) - Die Fal-
len sollten nicht so aufgestellt werden, dass sie langere Zeit direktem Sonnenlicht ausge-
setzt sind (wenn dies die Fragestellung erlaubt). Zudem muss der Transport der Haarpro-
ben lichtgeschitzt erfolgen.

e Minimieren des Abwaschens einzelner Haare oder evtl. des (DNA-haltigen) Katzenspei-
chels, der sich an den Haaren befindet, durch Regen —>héaufigeres Absammeln und An-
bringen eines einfachen Regenschutzes an den Fallen.

e Minimieren des Verlusts einzelner Haare durch Wind und Sturm - wenn mdglich Auf-
stellen an windgeschiitzten Stellen und haufigeres Absammeln.

e VergroRerung der Reibeflache - Einsatz breiterer Stocke (Haarfallen).

6.1.2 Diskussion der genetischen Methoden

DNA-Isolierung

Die gewonnenen DNA-LGsungen enthielten komplette genomische DNA, d.h. nucleére (n)
sowie mitochondriale (mt) DNA, sodass sie sowohl fir Sequenzierungen (mtDNA) als auch
fiir die Mikrosatellitenanalysen (nDNA) einsetzbar waren. Da eine Zelle ca. 50 Mitochondrien
besitzt, aber nur einen Zellkern (Nucleus), ist die mtDNA in einer DNA-LG&sung auch quanti-
tativ ungeféahr 50-fach mehr vorhanden als die nDNA. Aus diesem Grund gelang die auf
mtDNA basierende Sequenzierung einer Probe, wahrend der nDNA-Gehalt fur eine Mikrosa-
telliten-Analyse nicht mehr ausreichte.

Des Weiteren zeigten die DNA-Isolate einen vergleichweise hohen Grad an Unreinheit, der
wahrscheinlich auf Pufferriickstande sowie Inhibitoren (Storstoffe) aus den Haaren selbst zu-
rickzufiihren ist. Ein zusatzlicher Waschschritt mit dem Puffer AW2 in der DNA-Isolation
kdnnte die Aufreinigung zukinftig verbessern.

Sequenzierung

Bei der Sequenzierung konnten fur 47 der 148 Proben keine Daten gewonnen werden. Dies
entspricht einer Ausfallquote von 31,8 %. Bei forensischen Analysen wie der Sequenzierung
von DNA aus Haarproben ist eine Ausfallrate von knapp einem Drittel nicht Uberdurch-
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schnittlich hoch, sondern liegt eher im Rahmen des Erwarteten (Bohle, mindl.). Grinde hier-
fiir sind zum einen die geringen DNA-Mengen in den einzelnen Proben (manchmal nur 1
Haar) und zum anderen die Akkumulation von Stdrstoffen (Inhibitoren) in den DNA-Isolaten
(Taberlet et al. 1999, Fickel & Hohmann 2006), die eine Amplifikation verhindern kénnen.
Obwonhl sich die Methode der Differenzierung zwischen Hauskatze und Wildkatze mittels Se-
quenzierung als tauglich erwiesen hat, ist ein moglicher Kritikpunkt die Kiirze des analysier-
ten Sequenzabschnitts. Ein Alignment aus 138 Basenpaaren (bp) erscheint im Vergleich zu
anderen phylogenetischen Untersuchungen, bei denen meist tber 500 bp analysiert wurden,
als vergleichsweise kurz. Dennoch ist die Variabilitdt des gewéhlten Abschnitts vergleichs-
weise hoch: Auf den 138 bp finden sich 30 variable Positionen, was 21.7 % des Sequenzab-
schnitts ausmacht. Verstarkend kommen die Grolie des analysierten Datensatzes hinsichtlich
der Probenzahl von 313 (inklusive Proben aus anderen Projekten) hinzu und die Absicherung
der Ergebnisse durch morphometrisch bestimmte HK- und WK-Referenzen (n= 54). Dadurch
wird deutlich, dass trotz der Kiirze der Sequenz die Daten gentigend Information enthalten,
um HK und WK zu unterscheiden. Fur eine bessere Auflosung der kleineren Gruppen im
Phylogenie-Baum, die bisher nicht eindeutig Haus- oder Wildkatze zugeordnet werden konn-
ten, sind weitere Referenzproben erforderlich, um die entsprechenden Haplotypen abzude-
cken.

Blendlinge konnen durch die Sequenzierung grundsatzlich nicht erkannt werden, da die
mtDNA unverandert von der Mutter auf die Nachkommen Ubertragen wird. Frihere Arbeiten
(Piechocki 1990, Eckert 2003) zeigten allerdings, dass in Deutschland kaum Blendlinge auf-
treten. An der Erkennung von Blendlingen anhand von Mikrosatellitendaten wird derzeit ge-
arbeitet (vgl. Randi 2001). Die morphometrische Untersuchung von toten Katzen ist ein ande-
rer Weg, Blendlinge zu erkennen.

Mikrosatellitenanalyse

Die Mikrosatellitenanalyse der Haarfallenproben erwies sich als duRerst schwierig. Die Prob-
leme manifestierten sich in einer hohen Ausfallrate und schlechter Reproduzierbarkeit der Da-
ten. Die wenigen Daten, die durch die Mikrosatelliten-Analyse gewonnen werden konnten,
waren daher statistisch nicht auswertbar. Es ist aber darauf hinzuweisen, dass die angewand-
ten Methoden bei Proben anderer Auftraggeber durchaus erfolgreich waren. So konnten bei
Haarbuschel-Proben eines Wildkatzen-Auswilderungsprojektes des BUND Thiringen bei 11
der 16 Loci durchgangig reproduzierbare Alleldaten gewonnen werden. Proben, deren DNA
aus Gewebe isoliert wurde (Totfunde), zeigten prinzipiell kaum bis gar keine Probleme bei
der Amplifizierung der Mikrosatelliten-Loci. Bei allen Auftrdgen mit Haarfallenproben zeig-
ten sich jedoch immer wieder die oben aufgefiihrten Probleme. Dies ldsst vermuten, dass das
Hauptproblem nicht in der grundsétzlichen Methodik, sondern in der Qualitat und Quantitét
des Probenmaterials begriindet liegt.

Versuchsansétze zur verbesserten Mikrosatelliten-Amplifikation

Im Rahmen der hier vorliegenden Studie wurden verschiedene Versuchsansatze durchgefihrt,
um die Probleme der Mikrosatelliten-Amplifikation zu beheben. Alle nachfolgenden Versu-
che wurden jeweils mit sechs Test-DNAs an sechs Loci mittels Multiplex-PCR durchgefiihrt.
Aulerdem wurde immer eine Referenz-DNA als Positiv-Kontolle amplifiziert, die in voran-
gegangenen PCRs sehr gut amplifizierte. Dieser Ansatz ermdglicht zu unterscheiden, ob bei
einem Ausfall der Test-Proben die PCR missgliickt war (Positiv-Kontrolle: Ausfall) oder sich
der Versuchsansatz als solcher zur Problemldsung als ungeeignet erwiesen hat (Positiv-
Kontrolle: Amplifikation erfolgreich). Alle Tests wurden anschlieRend auf dem Sequenzierer
analysiert.
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1) Erhohte Stringenz: Um die Artefaktbildung, d.h. die unspezifische Anlagerung der Primer
an die DNA zu verhindern, wurden die Reaktionsbedingungen stringenter gewahlt. Hierflr
wurde die Annealing-Temperatur von 60 °C auf 63 °C angehoben. Dadurch waren die Primer
weniger dazu in der Lage, sich unspezifisch zu binden. Allerdings verringerte dies auch die
Anlagerung der Primer an den gewiinschten Locus. Um trotzdem gentigend PCR-Produkt zu
erhalten, wurde die Anzahl der PCR-Zyklen von 30 auf 40 angehoben.

Ergebnis: Die stringenteren Bedingungen fuhrten bei der Positiv-Kontroll-DNA zu einem
noch besseren Ergebnis (weniger Artefakte bei gleichbleibend reproduzierbaren Alleldaten);
bei der Test-DNA blieb der Erfolg aus.

2) Q-Solution: Dem Multiplex-Kit von Qiagen ist eine Losung (,,Q-Solution) beigefiigt, die
eine Amplifikation von Mikrosatelliten verbessern oder auch verschlechtern kann. Die Q-
Solution wurde dem PCR-MasterMix anstelle von Wasser zugefligt. Dieser Versuchansatz
wurde bei 60 °C und bei 63 °C (mit erhohter Zyklen-Zahl) durchgefihrt.

Ergebnis: Keine Amplifizierung der Test-DNA und eine verschlechterte Amplifizierung der
Positiv-Kontrolle.

3) Mehr Primer: Der PCR wurde mehr Primer-LAsung zugesetzt, um zu testen, ob ein Primer-
Uberschuss die Amplifizierung ermoglichen konnte. Es wurden in drei Ansatzen 10%, 50%
und 100% mehr PrimerMix eingesetzt. Alle drei Ansétze wurden bei zwei verschiedenen An-
nealing Temperaturen (60 °C und 63 °C) amplifiziert.

Ergebnis: Erhdhte Artefaktbildung, keine Amplifizierung der Mikrosatelliten-Allele.

4) Aufreinigung: Das PCR-Produkt derselben Proben wurde vor der Fragmentanalyse durch
Ethanolféallung aufgereinigt, um unspezifische Fragmente zu minimieren. Anschlie3end wur-
de aufgereinigtes und nicht-aufgereinigtes PCR-Produkt nebeneinander auf den Sequenzierer
aufgetragen.

Ergebnis: Durch die Ethanolfallung ging sehr viel DNA verloren, was zu einem sehr schwa-
chen Signal fihrte. Bei den Farben Grin und Schwarz war meist kein Allel mehr sichtbar,
wohingegen in der nicht-aufgereinigten Probe der Positiv-Kontrolle die Allele detektierbar
waren.

5) Genomische Amplifikation: Um das Problem der geringen DNA-Menge pro Probe zu behe-
ben, wurde das REPLI-g Mini Kit (Qiagen) angewandt. Dieses Kit gewahrleistet eine DNA-
unspezifische Amplifikation der kompletten genomischen DNA aus aufgereinigten DNA-
Losungen mit minimalen Ausgangsmengen (1-10 ng). Vorraussetzung fiir den Erfolg einer
solchen Anwendung ist eine ausreichende Qualitat der Ausgangs-DNA, wie ein geringer De-
gradationsgrad und ein Minimum an Inhibitoren (Storstoffe).

Die genomische Amplifikation wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Es wur-
den 5 pl Ausgangs-DNA als Matrize in der Reaktion eingesetzt. Mit einem Spektrometer
(NanoDrop, Peglab) wurden vor und nach der Amplifikation die DNA-Mengen der Proben
gemessen. Die Menge an DNA stieg in jeder Probe von durchschnittlich 2,58 ng auf durch-
schnittlich 358,36 ng. Die gewonnene DNA-LGAsung wurde nun in einer PCR eingesetzt. Der
Ansatz erfolgte wie in 1).

Ergebnis: Auch diese MalRnahme fiihrte zu keinem Erfolg bei den Test-DNAs. Eine Erklarung
hierfir konnte sein, dass die Ausgangs-DNA schon zu sehr degradiert war, um nachsyntheti-
siert zu werden. In einem solchen Fall lagern sich die Primer des REPLI-g Kits aneinander
und amplifizieren sich in kurzen Fragmenten selbst. Das Spektrometer macht bei der DNA-
Quantifizierung keinen Unterschied was die Lange der DNA-Strange anbelangt. Daher wur-
den zwar grofle Mengen an DNA detektiert, wobei es sich wahrscheinlich nicht um die Ziel-
DNA handelte.
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6) Grolleres Reaktionsvolumen: Neben der geringen Quantitat der DNA in den Isolaten war
auch die Qualitat der DNA-L6sung ein groRes Hindernis. Gerade bei der DNA-Isolierung aus
forensischen Proben wie Kot oder Haare konnen grof3ere Mengen an Inhibitoren mit extra-
hiert werden und die anschlieBende PCR behindern (Fickel und Hohmann 2006). Da die Pro-
ben sehr geringe DNA-Mengen aufwiesen, wurden 3 - 5 pul DNA pro Probe in einer 10 pl Re-
aktion eingesetzt, das entspricht etwa 30 — 50% des Gesamtvolumens. Das erhéhte neben der
DNA-Menge auch die Menge an potentiellen Inhibitoren. Bei problematischen DNA-
Lésungen sollte aber ein Prozentsatz von 10% DNA-L&sung pro Reaktionsvolumen nicht -
berschritten werden. Um die DNA-Menge nicht merklich herabzusetzen, wurde daher das Re-
aktionsvolumen von 10 pl auf 25 pl erhéht und 2,5 pl DNA-LOsung eingesetzt. ES wurden
sowohl Ausgangs-DNAs als auch DNA-Proben aus Versuchsansatz 6) getestet. Der Reakti-
onsansatz erfolgte wie in 1).

Ergebnis: Die Positiv-Kontroll-DNA zeigte ein reproduzierbares Ergebnis mit wenig Frag-
menten und gut auswertbaren Allelen. Die Test-DNAs zeigten eine leichte Verbesserung bei
der Amplifizierung nur insofern, als dass bei manchen Proben Allele amplifiziert wurden, bei
denen es vorher kein Ergebnis gab. Insgesamt allerdings zeigte auch dieser Ansatz nicht den
gewinschten Erfolg.

7) BSA: Ein inhibitorischer Stoff, der bei der Isolation von DNA aus Haaren hdufig mit extra-
hiert wird, ist Melanin (Eckhart et al. 2000). Aufbauend auf Ansatz 6) wurde der PCR 10%
2M BSA (Rinderserumalbumin) zugesetzt, was sich positiv auf den Reaktionsverlauf einer
PCR auswirken kann, da es Inhibitoren, wie z. B. Melanin, bindet (Eckhart et al. 2000).
Ergebnis: Die Zugabe von BSA erzielt keine verbesserte Amplifizierung von Versuchsansatz
6).

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass die Hauptursache der Probleme neben der gerin-
gen Quantitat der DNA auch die mangelnde Qualitat betrifft, zum einen hinsichtlich eines ho-
hen Degradationsgrades und zum anderen durch in der DNA-L6sung enthaltene inhibitorische
Stoffe. Dies alles flihrt zu stochastischen Fehlern in der PCR, wie ,allelic dropout” und
»misprinting“. Diese Fehler sind sehr h&ufige, nicht vollstdndig zu vermeidende Probleme in
non-invasiven Projekten zur Bestimmung von wildlebenden Populationen und fiihren leicht
zu Uber- oder Unterschatzung der PopulationsgréRe (Taberlet et al. 1999, Paetkau 2003, Creel
et al. 2003, Bellemain et al. 2005, Fickel & Hohmann 2006). Um diesen Fehler méglichst ge-
ring zu halten, missen bei der Auswertung der Fragmentanalyse strenge Richtlinien eingehal-
ten werden (Paetkau 2003). Dazu gehort vor allem die stichprobenartige Wiederholung von 5
— 10 % aller Proben. Diese VVorgehensweise wiirde zwar die Kosten einer Analyse erhéhen, ist
aber fur die Absicherung der Ergebnisse hinsichtlich der Abschatzung von PopulationsgroRen
unbedingt erforderlich.

Es ist in dem vorgegebenen Zeitrahmen nicht gelungen, die Probleme der Mikrosatelliten-
Amplifikation bei Haarfallenproben vollstandig zu I6sen. Dennoch sind viele Erkenntnisse
gewonnen worden, an die in zukiinftigen Arbeiten angekntpft werden kann. Vor allem Ver-
suchsansatz 6) scheint fiir eine Standardisierung der Methode vielversprechend zu sein. Durch
ein erhohtes Reaktionsvolumen und einen geringen Einsatz von Template-DNA (max. 10 %
des Gesamt-Reaktionsvolumens) lasst sich der stérende Einfluss potenzieller Inhibitoren auf
ein  Minimum reduzieren. In weiterfihrenden Tests kann mithilfe von DNA-
Verdlnnungsreihen das Minimum an eingesetzter DNA, und dadurch auch an zugesetzten
Storstoffen, ermittelt werden, das fiir eine erfolgreiche Amplifizierung der Mikrosatelliten-
Loci notwendig ist.
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6.2 Diskussion der Ergebnisse

Auf der Basis der Umfrageergebnisse war fiir Gebiet 1 bereits zu erwarten, dass die Wildkatze
mehr oder weniger das gesamte Areal besiedelt. Durch die morphometrische Untersuchung
von Totfunden war das Vorkommen der Wildkatze zudem sicher belegt. Aber wéhrend bisher
aus dem Zeitraum 2000-2006 nur 4 sichere Nachweise Vorlagen, konnte die Wildkatze durch
die Haarfallenuntersuchung in 7 Wochen an 29 Stellen sicher nachgewiesen werden. Im Un-
terschied zu den Ergebnissen der Umfrage fallt auf, dass entlang des Wispertals kaum Wild-
katzen-Nachweise uUber die Haarfallen gemacht wurden, obwohl das Wispertal einen sehr na-
turnahen und kaum zerschnittenen Landschaftsausschnitt darstellt. Eine Erklarung konnte
maoglicherweise in der Topografie liegen. Im Bereich des Wispertals ist das Gebiet starker re-
liefiert als in anderen Bereichen. Dies konnte die Wahrnehmbarkeit des Lockstoffs fiir die
Katzen minieren.

In Gebiet 2 konnte die Wildkatze erstmals berhaupt durch die Haarfallen-Methode nachge-
wiesen werden. Sichtbeobachtungen deuteten bisher nur darauf hin, dass am nérdlichen Rand
des Gebiets moglicherweise Wildkatzen vorkommen. Die vorliegende Studie erbrachte aber
nicht nur Nachweise in den nordlichen Rasterfeldern, sondern auch in Zentrum und im Siden
des Gebiets. Insgesamt wurden vier Haplotypen nachgewiesen. Dies bedeutet, dass es sich
nicht nur um ein Einzeltier, sondern um mindesten vier Individuen handeln muss.

Da bisher noch keine Totfunde aus diesem Gebiet vorliegen und die Sichtbeobachtungen
nordlich des Gebiets neueren Datums sind, kann eventuell vermutet werden, dass eine Ein-
wanderung von Wildkatzen in das Gebiet 2 (die Wélder 6stlich Idstein und Bad Camberg) erst
in den letzten Jahren begonnen hat.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Haarfallen-Methode zum Nachweis dieser heimlichen
lebenden Art und ihrer Verbreitung gut eignet. Gegenliber Umfragen (Sichtbeobachtungen)
hat sie den Vorteil, dass sie sichere Nachweise erbringt und eine Flache gleichmaRiger be-
probt werden kann. Ein gewisser Ausfall der Proben muss allerdings eingerechnet werden, so
dass die Zahl der Fallen und Kontrollgénge nicht zu klein sein sollte.

Einige Fragen, die fir eine weitere Auswertung von Haarfallen-Ergebnissen interessant sind,
bedurfen noch der Klarung: So ist bislang unklar, ob Wild- und Hauskatzen gleich stark auf
den Lockstoff reagieren. Auch existieren keine gesicherten Daten darlber, aus welcher Dis-
tanz Katzen von dem Lockstoff angezogen werden. Erste, noch nicht statistisch abgesicherte
Untersuchungen in Wildparks haben eine Reaktion einer Wildkatze auf 40 Meter in Wind-
richtung gezeigt (Senckenberg, unveroff. Daten). Des Weiteren muss man sich dartiber im
Klaren sein, dass nicht jede (Wild-)Katze, die den Lockstoff wahrnimmt, sich auch notwendi-
gerweise an der Haarfalle reibt. Ein prozentualer Anteil der Katzen, die keine Haare hinterlas-
sen, kann bisher nicht angegeben werden. Verschiedene Verhaltensweisen wurden - z.T. in
Gehegen, z.T. durch Foto- oder Videoaufnahmen in freier Wildbahn - beobachtet: Ignorieren,
Verharren in kurzem Abstand vom Lockstoff, Walzen auf dem Boden vor der Falle, Reiben
am Pflock, Markieren (= Bespritzen mit Urin) des Pflocks, u.a.. Markieren kann eventuell da-
zu fuhren, dass andere Katzen davon abgehalten werden, sich an einem Pflock zu reiben.
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7. Ausblick und Empfehlung

Die Haarfallen-Methode kann im Grundsatz fur das Monitoring im Rahmen der FFH-RL
empfohlen werden. Sie eignet sich zum Nachweis der Art in einem Gebiet sowie zur Ermitt-
lung des besiedelten Areals.

Umfragen sind weiterhin fiir einen ersten Uberblick sinnvoll, allerdings erhalt man durch Um-
fragen bei weitem nicht so gesicherte Ergebnisse wie durch die Haarfallen-Methode. Zudem
hat die vorlegende Studie auch gezeigt, dass bei Umfragen auch Vorkommen ubersehen wer-
den (Gebiet 2).

Weiterhin wichtig bleibt die morphologische Untersuchung und die zentrale Datensammlung
von Totfunden. Dies sollte nicht vernachlassigt werden. Sie geben wertvolle Hinweise auf
Unfallschwerpunkte (bei Verkehrsopfern), Gesundheitszustand, Alter oder Ausbreitungsbe-
wegungen. Zudem sollte zukinftig von jedem Totfund eine Gewebeprobe enthommen werden
(einfrieren oder in 96% -Ethanol lagern).

Im Rahmen dieser Studie nicht gelungen ist die Mikrosatellitenanalyse der Haarproben. Doch
wurden viele Erkenntnisse gewonnen, mit denen an unserem Institut kiinftig versucht werden
soll, die Probleme zu l6sen. Dann bietet die Haarfallen-Methode zahlreiche weitere Auswer-
tungsmaoglichkeiten: Aussagen zur Zahl der Individuen, zur genetischen Diversitat, zu Wan-
derbewegungen, zur Verwandtschaft mit Nachbarpopulationen und bei Einsatz eines weiteren
Markers zum Geschlecht der Tiere.
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10 Anhang

10.1 Tabellarische Dokumentation der Haarfunde und der Ergebnisse der
Sequenzierung

Tab. 3: Dokumentation der positiven Haarfunde und der Ergebnisse der Sequenzanalyse

K1-K7 beziehen sich auf die Kontrolltermine. Die orangen Késtchen bezeichnen Kontrolltermine bei denen Haa-
re am Pflock gefunden wurde, diese aber nicht erfolgreich sequenziert werden konnten, die griinen Késtchen
kennzeichnen Kastchen die sowohl ein positives Haarfundereignis als auch ein positives Ergebnis der Sequenzie-
rung ergaben.

Die Lila-Kéastchen kennzeichnen die nach der Sequenzierungsanalyse erfolgte Zuordnung als Hauskatze und die
blauen Kastchen als Wildkatze. Bei den gelb markierten Késtchen ist eine Isolation der DNA gelungen, aber bis
jetzt konnte noch keine Zuordnung erfolgen (= unbekannter Haplotyp).

Die letzte Spalte stellt die Wildkatzen-Hapotypen dar, die bei der Sequenzanalyse identifiziert wurden. Die Zah-
len 1-5 geben die unterschiedlichen Haplotypen wieder.

Haarfund kein Ergebnis bei der Sequenzierung Hauskatze
POSITIVES Ergebnis Sequenzierung \Wildkatze
Zuordnung noch nicht erfolgt
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10.2 Dokumentation der Eingabe in die Enatis-Datenbank

Insgesamt wurden 179 Datensatze in die Mnatis-Datenbank eingegeben. Bei 18 Datensétzen
handelt es sich um Wildkatzenbeobachtungen oder —totfunde, die verschiedene Personen dem
Forschungsinstitut Senckenberg gemeldet haben.

Neben diesen Daten wurden die Pflockstandorte mit den Ergebnissen eingeben (insgesamt
161 Datensatze). Wenn an einem Pflock keine Wildkatzenhaare nachgewiesen werden konn-
ten, wurde dies mit einem Kartierungsdatensatz und der Angabe ,,neg“ eingegeben. Wenn
Wildkatzenhaare an einem Pflock nachgewiesen wurden, wurde dieser mit Datum eingegeben
(ggf. mehrmals). Es wurden 67 Wildkatzenhaarfunde nachgewiesen.

Verantwortliche Bearbeiter/in der Dateninhalte und der Dateneingabe:
Christoph Holtstrater, Lieske Kontje und Carmen Nickel

Folgende Jokerfelder wurden belegt (ebenso wie schon im Wildkatzengutachten Denk et al.
2004):
k_joker2: Einstufung der Meldung in sicher, glaubhaft oder unsicher*
k_joker3: Senckenberg-internes Kiirzel zur eindeutigen Identifizierung des Datensat-
zes
Bemerkung zum Verhaltnis der Einstufungsfelder k_joker2 und k_klass: sichere Meldungen
wurden stets als Al klassifiziert, unsichere als B2. Bei glaubhaften Meldungen war die Klas-
sifizierung entweder A2 oder B1, je nach Ort der Meldung.

Folgende Abkirzungen wurden verwendet:
Im Feld Stadium:

ad = adult

juv = juvenil

10.3 Phylogenie-Baum

siehe Anhang:

»Wildaktze 2007 _Gutachten_Anhang_10.3_Phylogenie-Baum_Senckenberg_1.pdf*
10.4 Dokumentation der Fallenstandorte

siehe Anhang:
»~Wildkatze_2007_Gutachten_Anhang_10.4_Dokumentation_der_Fallenstandorte_Senckenberg_1*

Eine genaue Definition der Einstufungsklassen ist in Denk et al. (2004) nachzulesen.
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Séugetiere (inkl. Flederméuse), Schmetterlinge, Mollusken

Bernd Rublinger 0641 / 4991-258
Landesweite natis-Datenbank, Reptilien

Brigitte Emmi Frahm-Jaudes 0641 / 4991-267
Geféal3pflanzen, Moose, Flechten

Michael Junemann 0641 / 4991-259
Hirschkéfermeldenetz, Beratervertrédge, Reptilien

Betina Misch 0641 / 4991-211
Landesweite natis-Datenbank
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