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1. EINLEITUNG

Im Projekt ,,Rotwildmanagement pro Waldumbau“ war vorgesehen, die Frischkot-Genotypisierung als
ein Referenzsystem zur Schatzung der Populationsgrofie einzusetzen. Sie sollte die weiteren Verfahren
zur Schétzung der PopulationsgroBe - Distance Sampling (transektgebundene Erfassung mittels
Warmebildtechnik) sowie Fang-Markierung-Wiederfang Verfahren mittels Fotofallen — die vom
Projektpartner Professur fiir Forstzoologie, TU Dresden (AG Wildtierforschung Tharandt) durchgefiihrt
wurden, erganzen bzw. helfen, deren Ergebnisse auf Plausibilitat zu prifen. Die Zustandigkeit fir die
genetischen Untersuchungen lag im Labor des Referates Forstgenetik am Kompetenzzentrum fir Wald
und Forstwirtschaft bei Sachsenforst. Die Genotypisierung der frischen Losungsproben wurde mit
hochvariablen Mikrosatelliten-Markern sowie einem geschlechtsspezifischen Marker durchgefiihrt.
Die Untersuchungen im Rahmen des Rotwild-Projektes waren ab Frithjahr 2017 geplant. Das Jahr 2016
wurde im Rahmen der zur Verfligung stehenden Kapazititen genutzt, um die Verfahren der
Probensammlung und der Analyse zu etablieren, da hier zuvor keine Erfahrungen mit der genetischen
Untersuchung von tierischem Material vorlagen.

Neben der Literaturrecherche basieren unsere Ansdtze maligeblich auf den Erfahrungen der
Arbeitsgruppe um Dr. Ulf Hohmann (Forschungsanstalt fiir Waldokologie und Forstwirtschaft
Rheinland-Pfalz (FAWF) in Trippstadt) und Dr. Cornelia Ebert (FAWF und SEQ-IT Kaiserslautern), die uns
durch eine ausfihrliche Konsultation den Einstieg in die Thematik wesentlich erleichtert haben (Ebert
2011; Fickel & Hohmann 2006; Brinkman et al. 2010). Daruber hinaus lieferte ein Treffen mit Dr. Diana
Krajmerova (Labor fiir Forstpflanzen- und Wildtiergenetik der TU Zvolen) wichtige Hinweise zur
Sammlung, Lagerung, Extraktion und Analyse von Haar-, Gewebe- und Kotproben.

Im Verlauf des Projektes gab es im molekulargenetischen Labor einige unvorhersehbare technische
sowie personelle Schwierigkeiten, die eine gravierende Verzégerung der Probenbearbeitung zur Folge
hatten.

2. STAND DES WISSENS

Genetische Analysen werden schon seit vielen Jahren zur Beschreibung der genetischen Variation von
Wildtierpopulationen genutzt, zunédchst auf der Grundlage von Isoenzymanalysen (z.B. Hartl et al.
1990, Herzog & Gehle 2001, Ubersicht in Zachos & Hartl 2011). Seit den 1990er Jahren kommen
verstarkt molekulargenetische Marker zur Anwendung. Aufgrund ihrer sehr hohen Variabilitat haben
sich vor allem Mikrosatelliten-Marker aus dem Kerngenom als besonders geeignet fir die
Differenzierung von Individuen und Populationen sowie die Charakterisierung genetischer Strukturen
erwiesen (z.B. Kuehn et al. 2003, Meredith et al. 2005, Dellicour et al. 2011). Fiir phylogenetische und
phylogeographische Untersuchungen eignen sich vor allem mitterlich vererbte, mit geringeren
Mutationsraten behaftete Marker aus der Mitochondrien-DNA (Zachos & Hartl 2011, Fernandez-
Garcia et al. 2014).

Bei beiden Marker-Arten steht fiir Rotwild inzwischen eine Palette an in der Literatur beschriebenen
und praktisch erprobten Markern zur Verfligung (SSR-Marker: Kuehn et al. 1996, Meredith et al. 2005;
mtDNA-Marker: Zachos et al. 2003, Ludt et al. 2004, Krojerova et al. 2013). Aus groRraumigen Studien



liegen Informationen Uber Eiszeitrefugien und die Wiederausbreitung (Ludt et al. 2004, Skog et al.
2009, Niedziatkowska et al. 2011,) sowie Uber genetische Strukturen und effektive PopulationsgroRen
auf kontinentaler Ebene (Zachos et al. 2016) vor. Mit verschiedenen Markern und Auswerte-Methoden
kommen die Untersuchungen zu dem Ergebnis, dass sich die europdischen Rotwild-Vorkommen im
Wesentlichen zwei Linien zuordnen lassen, mit Ausnahme einiger Populationen im Mittelmeerraum,
die einer nordafrikanischen Linie (B) zuzurechnen sind. Aus einem Eiszeitrefugium auf der Iberischen
Halbinsel und in Stidfrankreich ist eine westliche Linie (A) hervorgegangen, die sich tiber West- und das
nordliche Mitteleuropa erstreckt. Eine ostliche Linie (C) stammt aus einem Refugium vom Balkan bis
zu den Karpaten - von wo aus sie sich nach Nordosten ausgebreitet hat.

Eine relativ grofRe Zahl an Untersuchungen befasst sich mit der genetischen Diversitat regionaler und
lokaler Populationen und den Auswirkungen der Fragmentierung von Habitaten, selektiver Jagd oder
der Griindung von Populationen aus wenigen verfrachteten Individuen (Dellicour et al. 2011, Kuehn et
al. 2003, Fernandez-Garcia et al. 2014, Zachos et al. 2007, Marsalkova et al. 2014, Frantz et al. 2008).

Darliber hinaus wurden Marker entwickelt, mit deren Hilfe das Geschlecht bestimmt werden kann
(Pfeiffer & Brenig 2005, Barbosa et al. 2009, Gurgul et al. 2010).

Auf Grundlage dieser methodischen und genetischen Kenntnisse wurden in den letzten Jahren
Verfahren entwickelt, mit deren Hilfe die GroRe und Dichte von Wildtierpopulationen geschatzt
werden kann. Basierend auf klassischen Fang-Wiederfang-Methoden wird hierbei auf die genetische
Untersuchung mit Mikrosatelliten-Markern aus dem Zellkern und den Vergleich von Kotproben
gesetzt. Die Anzahl unterschiedlicher Genotypen und deren Wiederholungsraten bilden die Grundlage
flr die Schatzung der PopulationsgrofRe, fiir die verschiedene Programme wie z. B. capwire (Miller et
al. 2005), und MARK (White & Burnham 1999, Boulanger & Mclellan 2001) oder SECR (Efford 2016)
entwickelt wurden. Fir die Ableitung der Populationsdichte ist die Struktur und GroRe des
Untersuchungsgebietes von entscheidender Bedeutung. Die Modelle basieren in der Regel auf der
Annahme, dass es sich um geschlossene Populationen handelt. Da dies in der Realitdt meist nicht der
Fall ist, muss dies bei der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt werden. Die Kotgenotypisierung
ermoglicht dariiber hinaus die Geschlechtsbestimmung fir jedes Individuum und liefert damit wichtige
Informationen zum Geschlechterverhiltnis in der Population.

Die Populationsschatzung auf Grundlage dieser Methode wurde fiir verschiedene Wildtierarten
beschrieben (Ebert et al. 201243, b, Solberg et al. 2006, Lampa et al. 2015, Paule et al. 2015). Auch fir
Rotwild sind Ergebnisse entsprechender Untersuchungen publiziert (z.B. Hohmann et al. 2011, Grill
2015).

Der Vorteil der Arbeit mit Kotproben besteht in ihrem nichtinvasiven Charakter. Andererseits enthalt
Losung neben DNA aus der Nahrung und aus der Darmflora meist nur geringe, an der Oberflache
haftende Mengen der bendtigten Wirts-DNA in Form abgestoRener Darmwandzellen. lhre Qualitat
hangt sehr stark von den jeweiligen Umweltbedingungen ab. In der Regel ist die DNA in Kotproben viel
geringer konzentriert und starker fragmentiert als in Gewebeproben. Bei der Bestimmung der
Genotypen ist es daher eine besondere Herausforderung, Fehlansprachen und Missinterpratationen
zu vermeiden, da die PopulationsgroRe sonst (iberschatzt werden kénnte (Prugh et al. 2005; Waits &
Paetkau 2005). Um die Fehlerrate bei der Genotypisierung so gering wie moglich zu halten, wurden



verschiedene Kontrollverfahren entwickelt, die auf hohen Analyse-Wiederholungsraten basieren
(Broquet & Petit 2004, McKelvey & Schwartz 20044, b).

Die Kombination verschiedener Verfahren erméglicht ein umfassenderes Bild, um Informationen Gber
groRraumige Verteilung der genetischen Variation einer Art, aber auch lber den Zustand und die
Entwicklung von Populationen abzuleiten (Zachos et al. 2016 , Matosiuk et al. 2019, Fussi et al. 2020).

3. MATERIAL

3.1. Voruntersuchungen an Gewebe

Um Erfahrungen mit den Primern und der auftretenden Variation an den untersuchten Markern zu
sammeln, wurden zunachst Gewebeproben (Muskelfleisch, Leber, Ohrknorpel, Haare) von im Winter
2015/2016 erlegten Stiicken aus dem Forstbezirk Barenfels und dem Nationalpark Sachsische Schweiz
angefordert. Zur Entnahme der Proben wurden mit Alkohol gefiillte Roéhrchen und eine
Sammelanleitung verschickt. Insgesamt gingen Proben von 33 Individuen (Abb. 1) ein, wobei von
einigen Stlicken zwei Proben, z.T. von verschiedenen Gewebearten, zur Verfligung standen. Diese
Beispiele dienten zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

AuBerdem wurden eine Probe Muffelwild (Ovis gmelini musimon Pallas, 1811) und neun Proben
Rehwild (Capreolus capreolus Linnaeus, 1758) untersucht, um festzustellen, ob die verwendeten
Marker eine sichere Abgrenzung zwischen Rotwild und diesen beiden Arten ermdglichen. Der sichere,
frihzeitige Ausschluss anderer Wildarten aus der Analyse hilft, die Analysekapazitaten zielgerichtet zu
nutzen.

M Nationalpark 15/16
m Birenfels 15/16

AK1

mannlich Weiblich

Abb. 1: Verteilung der untersuchten Testproben nach Herkunftsgebiet, Jagdjahr, Geschlecht und Altersklasse



3.2. Haarproben

Von den im Rahmen des Projektes besenderten Tieren erhielten wir vom Projektpartner (AG
Wildtierforschung Tharandt) insgesamt 45 Haarproben zur Genotypisierung. Die Verteilung auf
Untersuchungsgebiete und Geschlechter ist in Tab. 1 dargestellt.

Tab. 1: Untersuchte Haarproben nach Untersuchungsgebiet und Geschlecht

Untersuchungsgebiet weiblich | mannlich Kalb (w) Kalb (m)
FoB Neustadt 1 2

FoB Barenfels 7 6 1

FoB Neudorf 7 5 1 1

FoB Eibenstock 7 3 1 3

Die kurz nach ihrer Geburt mit Ohrmarken markierten Kalber besenderter Alttiere sollten es
ermoglichen, die Raumnutzung von Mutter und Kind wahrend des ersten Lebensjahres gemeinsam zu
betrachten. Im Zuge der genetischen Analysen wurde die Nachkommenschaft Uberprift, um
Fehlzuordnungen bei Alttier-Kalb-Paarungen auszuschlief3en.

Nicht in jedem Fall konnten komplette Haare mit Wurzeln gewonnen werden, was negative
Auswirkungen auf die Qualitat der extrahierten DNA haben kann.

3.3. Kotproben
3.3.1. Probesammlung Herbst 2016

Im November 2016 wurde eine Testsammlung von Kotproben durchgefihrt, um methodische Fragen
zu klaren, erste Erfahrungen mit dem Verfahren zu sammeln und potentielle Sammler zu schulen.
Dabei wurde am ersten Tag eine Informationsveranstaltung, kombiniert mit einer gemeinsamen
Begehung im Wildgehege Tharandt, durchgefiihrt. Bei einem anschlieRenden gemeinsamen
Testdurchlauf im Tharandter Wald wurden Fragen zur Einschatzung der Proben (Wildart, Frischegrad),
zur Art der Sammlung und zur Dokumentation geklart (Abb. 2). In den folgenden zwei Tagen waren die
Werkvertrag-Nehmer eigenstiandig in einem Testgebiet im oberen Osterzgebirge (Teil des
Untersuchungsgebietes Barenfels) unterwegs, um eine praxisnahe Sammlung auf den vorgegebenen
Transekten zu absolvieren.



Abb. 2:  Sammlung und Dokumentation von Kotproben

Die Suche erfolgte auf einer Flache von 1.665 Hektar mit einem Schwerpunkt im heutigen
Landeswaldrevier Rehefeld sowie anteilig in den Landeswaldrevieren Lehnmihle, Barenfels und
Schellerhau. Die Transekte wurden in Ost-West-Richtung in einem Abstand von 500 Metern angelegt
(Abb. 3). Die gesamte Transektlange betrug 34,2 Kilometer (2.053 Meter je 100 Hektar untersuchter
Flache). Die tatsachlich abgelaufene Wegstrecke liegt Giber diesem Wert, weil die Suchenden innerhalb
eines 20 Meter breiten Puffers nach Losung suchten, sie bei ihrem Weg Hindernissen ausweichen und
bei Erreichen eines Transektendes den Beginn des neuen Transektes aufsuchen mussten. Eine aktive
Einbeziehung der privaten Jagdbezirke in die Testsammlung erfolgte nicht, sodass die
eingeschlossenen Offenlandbereiche nicht aktiv abgesucht wurden.

Ziel war die Etablierung eines Verfahrens, das zuverlassig und praktikabel die Sammlung und Analyse
einer ausreichend groBen Probenzahl erméglicht und zu einer hohen Ausbeute an sicher und
reproduzierbar bestimmten Genotypen fiihrt. Die Testsammlung ergab 467 Proben mit
dokumentierten Koordinaten, einer Einschatzung der Probenfrische in drei Stufen (.

Tab. 2) und des Deckungsgrades im Umkreis einer Baumldnge, die alle analysiert wurden.

Tab. 2: Bezeichnung und Beschreibung der einzuschdtzenden Frischestufen der Kotproben

F frisch, Oberflache glatt und glanzend
M mittel — Oberflache matt, aber noch keine Anzeichen von Zersetzung
A alt — Zersetzung hat begonnen

Im Ergebnis der Testsammlung wurde die Leistungsbeschreibung fir die Vergabe der Sammlung im
Frihjahr 2017 formuliert.
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Abb. 3: Transekte im 500m - Abstand sowie Fundstellen frischer Losung im Testdurchlauf 2016.

3.3.2. Sammlung Friihjahr 2017

Basierend auf den positiven Erfahrungen der Voruntersuchungen im Jahr 2016 wurde die eigentliche
Probensammlung fiir das zeitige Frihjahr 2017 geplant und im Zeitraum vom 20. bis 22. Marz (1.
Sammlung) sowie 25. bis 27. April (Wiederholungssammlung) entlang der vorgegebenen Transekte
durchgefiihrt (Anlage 1). Die untersuchte Waldflache im Untersuchungsgebiet Barenfels betrug 8.234
Hektar. Die Transekte hatten eine Gesamtldnge von 159 Kilometern (1.931 Meter je 100 Hektar
untersuchter Flache) und waren wie bei der Testsammlung im Jahr zuvor in Ost-West-Richtung bei
einem Abstand von 500 Metern angelegt (Abb. 5). In die untersuchten Waldflachen waren auch
Siedlungen und Offenlandbereiche eingeschlossen, die nicht systematisch abgesucht werden sollten.
Zufallsfunde von Proben, die beispielsweise beim Uberqueren von Offenlandbereichen aufgefunden



wurden, wurden dennoch analog zu den Funden im Wald kartiert und in die Analysen einbezogen. Die
tatsachlich abgelaufene Wegstrecke liegt auch hier tGber der Summe der Transektlangen, weil die
Suchenden innerhalb eines 20 Meter breiten Puffers nach Losung suchten, sie bei ihrem Weg
Hindernissen ausweichen und bei Erreichen eines Transektendes den Beginn des neuen Transektes
aufsuchen mussten.

Obwohl die Populationsdichteschatzung mit capwire grundsatzlich nicht auf einen zweiten, in geringen
zeitlichen Abstand durchgefiihrten, Sammlungsdurchgang angewiesen ist, wurde dieser als notwendig
betrachtet, um zusatzliche Fang-Wiederfang-Berechnungen anstellen zu kénnen und die Stichprobe zu
vergroBern. Da von einem immensen Analyse- und Auswertungsaufwand bei zunadchst unklarer
statistischer Absicherung ausgegangen werden musste, wurde nur das Teiluntersuchungsgebiet
Barenfels bearbeitet. Die Ergebnisse sollten im besten Fall als Referenzmal’ fiir die weiteren, parallel
durchgefiihrten Methoden zur Bestandesschatzung auch in den drei anderen Untersuchungsgebieten
angewendet werden.

Der erste Durchgang im Marz lieferte ca. 1.600 Proben, der zweite Ende April durchgefiihrte knapp
700. Die Probensammlungen erfolgten nach einem feuchten Winter. Wahrend die Marzsammlung
problemlos verlief, musste die urspringlich fiir die erste Aprilwoche avisierte
Wiederholungssammlung auf Grund anhaltender Schneelagen und nachfolgend ausdauernder
Regenfille auf in die letzte Aprilwoche verschoben werden. Auch wahrend der letztlich um rund drei
Wochen verschobenen Sammlung herrschte dann feucht-kiihle Witterung vor (Abb. 4).
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Die insgesamt 2.300 Proben wurden dokumentiert (Abb. 5) und in Gefrierschranken bei -20°C
eingelagert. Aus dem ersten Sammeldurchgang wurden fiir die Laboruntersuchung zunachst etwa
1.200 Proben so ausgewahlt, dass eine moglichst gleichmaRige Flachenreprasentanz gewahrleistet ist.
Dazu wurde die gesamte Flache des Untersuchungsgebietes in Rasterquadranten von 500 m x 500 m
Seitenldnge geteilt, in denen - soweit vorhanden — je zwei Proben mit den jeweils besten
Frischeboniturwerten beriicksichtigt wurden. Die 700 Proben aus dem zweiten Durchgang gingen
komplett in die Analysen ein.
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3.4. Gewebeproben

Um Informationen Gber die Erlegung von Stilicken zu erhalten, die bei der Kotsammlung erfasst worden
sind, wurden aus dem Forstbezirk Barenfels Gewebeproben gesammelt. Ab dem Zeitpunkt der
Herbstsammlung 2016 erhielten wir 9 Gewebeproben von im November 2016 und Januar 2017
erlegten Stticken aus den Revieren Rehefeld (N=3) und Barenfels (N=6). Im Jagdjahr 2017/2018 wurden
im Forstbezirk Barenfels 80 Proben von allen erlegten Stiicken auRer AK O (Kalber, die zum Zeitpunkt
der Sammlungen noch nicht geboren waren) gesammelt und dem Labor zur Verfligung gestellt.

Um die Rotwildpopulation des Erzgebirges insgesamt zu charakterisieren, wurden im Jagdjahr
2018/2019 Gewebeproben in den Forstbezirken Neustadt, Barenfels, Marienberg, Neudorf, Eibenstock
und Adorf gesammelt. Dabei sollten je Forstbezirk mindestens 48 Proben so gesammelt werden, dass
die Geschlechter etwa gleich vertreten sind und die Proben (iber die Reviere moglichst reprasentativ
fur die Rotwildvorkommen verteilt sind. Insgesamt wurden im Jagdjahr 2018/2019 274 Proben
gesammelt, deren Verteilung im GrolRen und Ganzen den oben genannten Vorgaben entspricht (Abb.
6).
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Abb. 6: Probenibersicht 2018/19 nach Forstbezirk und Geschlecht

Aus dem Forstbezirk Barenfels stehen damit aus mehreren Jahren insgesamt 191 Proben — 93
mannliche und 98 weibliche — zur Verfligung (Tab. 3).
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Tab.3: Ubersicht der Proben aus dem Forstbezirk Birenfels, gesammelt aus vier Jagdjahren

Jagdjahr 15/16 16/17 17/18 18/19
mannlich AKO |1 2 1 0
AK1 |4 0 26 14
AK2+ |4 1 14 26
weiblich AKO |3 1 1 0
AK1 |5 1 16 11
AK2 |5 4 22 29
Probenzahl gesamt 22 9 80 80
Proben mannlich 9 3 41 40
Proben weiblich 13 6 39 40

4. METHODEN

4.1. Transport und Lagerung des Probenmaterials

Fir die Gewinnung der Gewebeproben wurden mit Alkohol gefillte, mit einer Labornummer
versehene Rohrchen mit Liste und eine Sammelanleitung (siehe Anlage) verschickt. Die Entnahme der
Proben erfolgte vor Ort direkt nach der Jagd. Die Proben wurden im jeweiligen Forstbezirk ggf. auch
Uber einen langeren Zeitraum gesammelt und mit einer Kopie des Wildursprungsscheines an das Labor
geschickt. Der Wildursprungsschein stellt die Verbindung der Probe zu Altersklasse, Geschlecht und
Erlegungsort des Tieres her. Die Lagerung im Alkohol erméglichte eine Konservierung der Proben auch
ohne durchgangige Kiihlung. Im Labor wurden sie im Kiihlschrank aufbewahrt.

Die Haarproben wurden trocken in Papier transportiert und bis zur weiteren Bearbeitung bei
Zimmertemperatur gelagert.

In einer Testreihe wurden verschiedene Varianten fir Transport und Lagerung der Kotproben
verglichen (Ethanol, Extraktionspuffer, Silicagel, Frost). Direkt nach der Uberfiihrung ins Labor wurden
Teile der Proben einer DNA-Extraktion unterzogen. Zu diesem Zeitpunkt konnten kaum Unterschiede
zwischen den Varianten festgestellt werden. Nach etwa vier Wochen wurde die Extraktion wiederholt,
was zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen flihrte. Als am besten geeignet bestatigte sich die
Sammlung in Plastiktiiten und eine durchgehende Kihlung, d.h. knapp liber 0°C wahrend der
Sammlung und -20°C nach der Ankunft im Labor.

4.2, Etablierung der Labormethodik
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Die Extraktion der DNA aus den verschiedenen Materialarten wurde standardmaRig mit dem
Extraktionsgerdt InnuPure C16® (Analytik Jena) durchgefiihrt, das die Automatisierung der Arbeiten
nach einem manuellen Lyseschritt ermdglicht. Dabei kamen die Kits innuPREP DNA Kit-IPC16® fiir
Gewebe (und Haare), innuPREP Stool DNA Kit-IPC16® fiir Kot und innuPREP Forensic DNA Kit-IPC16®
flr schwierige Haar- und sonstige Proben zum Einsatz. Dabei wurde in der Regel entsprechend der
Protokolle der Hersteller gearbeitet. Eine Ausnahme bildete der Lyse-Schritt bei den Kotproben: je
etwa drei Pellets einer Probe wurden in 50-ml-Zentrifugenréohrchen mit 1 ml Lysepuffer ca. 1,5 bis 2
Stunden geschwenkt und dann das dabei entstandene Lysat direkt in der Extraktion verwendet.

Die Auswahl der Mikrosatelliten-Marker und der Primerkombination zur Geschlechtsbestimmung
(Tab. 4) orientierte sich vorrangig an der Arbeit von Ebert (2011), wurde aber um einige weitere Marker
erganzt.

Tab. 4: Ubersicht der getesteten Genmarker

Marker Label Quelle

Haut14 Cy5 Kuehn et al. 2003, Ebert 2011
BMC1009 Cy5 Valiere et al. 2006, Ebert 2011
TGLA53 DY-751 Valiére et al. 2006, Ebert 2011
CSSM16 DY-751 Kuehn et al. 2003, Ebert 2011
CSSM19 DY-751 Kuehn et al. 2003, Ebert 2011
BM203 BMN-6 Valiere et al. 2006, Ebert 2011
IDVGA55 BMN-6 Valiere et al. 2006, Ebert 2011
ILSTS06 Cy5 Kuehn et al. 2003

CSRM60 Cy5 Kuehn et al. 2003

CSSM66 BMN-6 Kuehn et al. 2003

AMELXY Cy5 Gurgul et al. 2010

Die PCR der Marker (Tab. 4) wurden im Rahmen von Voruntersuchungen so optimiert, dass sie in drei
Multiplex-Ansatzen und einer Einzelreaktion durchgefiihrt werden konnten (siehe Anlage 2), wozu das
Type-it Microsatellite PCR-Kit der Firma QIAGEN verwendet wurde. Die mit Fluoreszenz-Farbstoffen
markierten Primer wurden bei der Firma biomers.net bestellt. Die beiden in der Tabelle grau
hinterlegten Primer ILSTS06 und CSSM66 mussten aufgrund mangelnder Trennscharfe und
unzureichender Reproduzierbarkeit ausgeschlossen werden.

Die PCR-Produkte wurden mit dem genetischen Analyse-System GeXP® der Firma Beckman Coulter zur
Bestimmung der Fragmentlangen untersucht. Die Messung der spezifischen Langen der
Mikrosatelliten-Fragmente basiert auf dem Verfahren der Kapillar-Elektrophorese, wobei jeweils die
PCR-Produkte mit blauen, griinen oder schwarzen Fluoreszenz-Farbstoff-Labels versehen sind und
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gemeinsam mit rot markierten Standardfragmenten definierter Lange im elektrischen Feld der
Kapillare wandern. Die Dauer der Wanderung ist abhangig von der Fragmentlange und wird am Ende
der Kapillare durch eine optische Einheit erfasst, die mithilfe eines Lasers den Fluoreszenz-Farbstoff
erkennt. Aus der bekannten Lange der Standardfragmente berechnet die Software des Systems die
Lange der Probenfragmente (siehe Anlage).

Der geschlechtsspezifische Marker AMELXY (Gurgul et al. 2010) tragt am X-Chromosom ein spezifisches
Allel von 280 bp Ldange und am Y-Chromosom ein Allel von 227 bp. Demzufolge lasst es auf den
geschlechtlichen Status XX schlieBen, wenn das Allel 280 homozygot vorkommt, es handelt sich also
um ein weibliches Individuum. Der Genotyp 227/280 weist dagegen auf die Chromosomen YX hin und
ist charakteristisch fiir mannliche Tiere.

Bei den Haar- und Gewebeproben lagen im Ergebnis eines Analysedurchganges in der Regel
vollstandige, sicher interpretierbare und reproduzierbare Genotypen fiir die untersuchten Marker vor.
Demzufolge wurden Wiederholungsanalysen an diesen Materialarten nur bei Bedarf durchgefiihrt.

Im Gegensatz dazu ist die DNA aus Kotproben oft so gering konzentriert und kann so stark degradiert
sein, dass ein einzelnes Analysenergebnis nur einen Teil des jeweiligen Genotyps abbildet und es zu
Fehlansprachen des Genotyps kommt. Deshalb kann es vorkommen, dass einzelne Marker kein
Ergebnis zeigen, obwohl aus der gleichen PCR ein anderer Marker eindeutig auswertbar ist oder dass
innerhalb eines Markers nur das eine oder das andere Allel sichtbar wird (,,allelic dropout”). Darlber
hinaus kann es auch zur Fehlinterpretation von Artefakten (,false alleles“) kommen (Taberlet et al.
1996). Um die Fehlerrate zu minimieren, wurden fir solche Proben verschiedene Verfahren entwickelt,
die auf der systematischen Durchfiihrung mehrfacher PCR-Reaktionen und nachfolgenden Analysen
jeder Probe (Taberlet et al. 1996) und dem Vergleich der dabei entstehenden genetischen Profile
(Frantz et al. 2003, Peatkau et al. 2003) basieren. In der vorliegenden Arbeit wurden beide Ansédtze
kombiniert (Puechmaille & Petit 2007), um die einzelnen Ergebnisse zu Konsensus-Genotypen
zusammenzustellen. Fir jeden Marker wurde der Konsensus-Genotyp dann festgelegt, wenn folgende
Kriterien erfillt sind:

e Heterozygot: es wurde mindestens zweimal die identische Allelbesetzung aus zwei
verschiedenen Allelen festgestellt
e Homozygot: das ausschlieRliche Auftreten ein und desselben Allels hat sich dreimal bestatigt

Um den logistischen Aufwand im Labor und das Potenzial an Fehlerquellen im Rahmen zu halten, hat
es sich als praktikabel erwiesen, zundchst mit jeder Probenplatte (96 Proben) 2-3 komplette
Analysendurchginge uber alle Marker durchzufiihren. Deren Auswertung fihrte zu drei
Probenkategorien:

1. Fir einzelne Proben lagen danach bereits vollstandige Genotypen an allen Markern vor. Diese
Genotypen gingen ohne weitere Wiederholungen in die Endauswertung ein.

2. Proben, die an bestimmten Markern ein reproduzierbares Ergebnis aufwiesen, das aber an
anderen Markern noch ganz fehlte oder nicht in der oben genannten Art eindeutig war,
wurden als erfolgversprechend eingestuft und fiir die nachsten drei Analysendurchginge
zusammengestellt.

3. Proben, die nicht in die Kategorien 1 oder 2 eingeordnet werden konnten, wurden von den
weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. Dabei handelte es sich in der Regel entweder um
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Kot anderer Wildarten, oder um Proben, von denen Wirts-DNA nur in zu geringer Menge bzw.
in zu schlechter Qualitat extrahiert werden konnte, oder um Mischproben (Losung
verschiedener Tiere an ein und demselben Fundpunkt, die als eine Probe angesehen und
gesammelt worden war).

4.3, Datenauswertung
4.3.1. Kotgenotypisierung

Die Zusammenstellung von Konsensus-Genotypen erfolgte manuell in Microsoft Excel. Das erdffnete
die Moglichkeit, kleine Unsicherheiten oder Unstimmigkeiten an einzelnen Markern zunachst im
Datensatz zu belassen. So konnten einerseits unspezifische Signale, die félschlicherweise zur
Ansprache eines zweiten Allels an einem homozygoten Marker oder zu einer falschen Genotypen-
Bezeichnung an einem heterozygoten Marker gefiihrt hatten, erkannt werden. Andererseits war so
leichter festzustellen, ob das Fehlen eines zweiten Signals in einzelnen Analysen wirklich auf einen
Homozygoten schlieRen Iasst, oder es sich um eine Probe handelt, bei der in einigen Fallen nur eines
der beiden Allele nachgewiesen werden konnte, die tatsdchlich aber am betreffenden Marker
heterozygot ist.

Die nachfolgende Suche nach Wiederfunden des gleichen Genotyps wurde tUberwiegend mit dem
Programm GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse 2006, 2012) durchgefiihrt, mit dem nach Proben mit
identischem Genotyp oder mit &ahnlichem Genotyp unter Angabe der maximalen Anzahl
unterschiedlicher Loci gesucht werden kann.

Flr die Schatzung der PopulationsgroRe wurde das Programm capwire (Miller et al. 2005) verwendet,
das speziell fir die mehrfache Beprobung von Individuen innerhalb einer Sammlung entwickelt wurde,
obwohl es zuverlassiger fir kleine Populationen ist. Die Berechnung basiert auf Wiederholungsraten
von Genotypen in einer Stichprobe, die aus der Art und Weise der Bewegung von Individuen in der
Flache und ihrer Haufigkeit der Losungsabgabe resultieren. Die Genauigkeit der Schatzung hangt
wesentlich von der Verteilung der Wiederholungsraten ab, also von der Anzahl der Genotypen, die je
ein-, zwei-, dreimal und so weiter nachgewiesen wurden.

Das Basismodell (Equal Capture Model) unterstellt fir jedes Individuum der Population eine gleiche
Nachweiswahrscheinlichkeit bei jeder Ziehung einer Probe. Beim Two Innate Rates Model werden zwei
Teilpopulationen mit unterschiedlicher Nachweiswahrscheinlichkeit unterstellt. Fiir jede Modellierung
muss ein oberer Grenzwert der moglichen Population angegeben werden — dieser wurde fiir die
Testsammlung auf 400 festgelegt.

4.3.2. Populationsgenetik

Die Untersuchung der Gewebe- und Haarproben dient dem Ziel, die genetische Variation der
Rotwildvorkommen entlang des Erzgebirges zu erfassen und zu beschreiben. Von besonderer
Bedeutung ist die Frage, ob sich aus dem Ergebnis Hinweise einer Differenzierung von Teilpopulationen
erkennen lassen.

Um moglicherweise vorhandene Teilpopulationen des Rotwildvorkommens im Erzgebirge zu erkennen
und deren Struktur zu beschreiben, wurden alle vorhandenen Gewebe- und Haarproben anhand ihrer
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geografischen Koordinaten von West nach Ost sortiert. Nach ihrer Lage wurden sie in potenzielle
geografische Kollektive eingeteilt, die entweder nach den Forstbezirken oder, soweit es geografisch
sinnvoll (z.B. durch Héhenlage) erschien, auch detaillierter begrenzt waren (Abb. 9, Tab. 6). Mit dem
Programm STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al. 2000, 2009) wurde fir alle Genotypen die Zuordnung zu
genetisch homogenen Gruppen simuliert, wobei die Information {iber die Zugehdorigkeit zu den vorab
gebildeten Kollektiven nicht bericksichtigt wurde. Das Programm weist auf der Grundlage einer
Bayesschen Clusteranalyse fiir den Multilocus-Genotyp jedes Individuums die relativen Anteile der
Zugehorigkeit zu k vorgegebenen Clustern aus. Dabei sucht das Modell nach Gruppen, die moéglichst
wenig vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht abweichen und quantifiziert deren logarithmische
Wahrscheinlichkeit fiir jede getestete Gruppenzahl k. Fir die Simulation wurden die Annahmen
getroffen, dass es sich um Populationen mit genetischem Austausch (,admixture model“) und
korrelierenden Allelhdufigkeiten (,correleted allele frequency model”) handelt. Um die aus den
untersuchten Daten plausibelste Anzahl von Clustern zu finden, wurden die Mischungsanteile fir K=1-
10 Cluster mit je 10 Wiederholungen durchgefiihrt, wobei jede Simulation aus Monte-Carlo-Markov-
Ketten mit 50.000 ,burn-in“~-Generationen und 50.000 beprobten Generationen bestand. Die Daten
wurden fir das Programm STRUCTURE mit dem Programm CONVERT (Glaubitz 2004) formatiert. Die
Auswertung und Visualisierung der Wahrscheinlichkeitsdaten zur Bestimmung der plausibelsten
Gruppenanzahl K erfolgte mit der online-Version des Programms STRUCTURE HARVESTER (Earl & vonHoldt
2012) auf Basis der Methode von Evanno et al. (2005).

In die STRUCTURE-Analyse gingen auch die 11 Proben der Voruntersuchung aus dem Nationalpark
Sachsische Schweiz mit ein, obwohl sie aus dem ostelbischen Teil stammen und somit geografisch
deutlich vom Untersuchungsgebiet des Projektes abgegrenzt sind. Fir die weitere
populationsgenetische Auswertung wurden sie aufgrund der geringen Stichprobenzahl nicht
bericksichtigt.

Zur populationsgenetischen Beschreibung der Populationen, die sich aus der STRUCTURE-Analyse
ergaben, wurden genetische Parameter mit Hilfe des Programmes GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse
2006, 2012) berechnet, die sich auf die Anzahl verschiedener Allele und deren relative Haufigkeit
innerhalb der Populationen beziehen. Fiir Vergleiche der genetischen Strukturen zwischen den
Teilpopulationen wurden die Verteilung der relativen Allelhdufigkeiten und die genetischen Abstdnde
nach Nei (1972) verwendet. Dabei wurde auch untersucht, ob zwischen den mannlichen und
weiblichen Teilpopulationen Unterschiede in den genetischen Strukturen bestehen.

4.3.3. Familienstrukturen

Die Software CERvUS (Kalinowski et al. 2007) bietet die Moglichkeit, Familienstrukturen naher zu
untersuchen. Auf Grundlage der erfassten Allelhaufigkeiten wird zunachst die Datenqualitat analysiert,
indem die Abweichung von Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, der Anteil an Null-Allelen und die nicht-
Ausschluss-Wahrscheinlichkeit fir die Eltern einzeln oder als Paar sowie fiir die Identitdt und die
Familienzugehorigkeit geschatzt werden. Fiir die nachfolgende Simulation einer Elternschaftsanalyse
wurde die GroBe eines Gesamt — Frihjahrsbestandes der tschechischen und sachsischen
Erzgebirgspopulation (etwa von Klingenthal im Westen bis zur Elbe im Osten) geschatzt. Der
Kalkulation liegen die Populationsdichteschatzungen des Kooperationspartners TU Dresden fir die vier
Untersuchungsgebiete, Streckenriickrechnungen fiir den Landeswald im mittleren Erzgebirge
(Forstbezirk Marienberg) sowie Literatur zur Populationsdichteschatzung auf Basis von Kotzahlungen
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(Pellet Group Counts) in mehreren grenznahen tschechischen Untersuchungsgebieten (Cukor et al.
2017; Vala & Ernst 2018) zugrunde. Die Schatzung ergab, dass im Frihjahrsbestand 2018 auf einer
Gesamtwaldflache von etwas mehr als 230.000 Hektar ca. 9.300 Tiere zuziiglich der Kalber gelebt
haben kdnnten. Fir die Simulation wurde mit mindestens 50.000 Nachkommen, 5.000 Kandidaten-
Muttern bzw. 4.000 Kandidaten-Vatern bei einem Erfassungsanteil von je 0,05 kalkuliert.

Die Ergebnisse der Simulation gehen in Form der kritischen Werte fiir die statistische Signifikanz in die
eigentliche Elternschaftsanalyse ein. Fir die Durchfiihrung werden vier Dateien bendtigt: In drei
einzelnen Dateien werden jeweils die erfassten Nachkommen, die Kandidaten-Mitter und die
Kandidaten-Vater definiert. Da es zwischen den Generationen keine eindeutige Abgrenzung gibt und
die Probensammlung Uber einen verhadltnismaBig langen Zeitraum erfolgte, wurden alle
Gewebeproben aus den Altersklassen 0, | und Il als Nachkommen definiert, alle aus den Altersklassen
I, I und hoher als Kandidaten-Eltern. Aus der Stichprobe der Haarproben wurden die Kélber der Datei
Nachkommen zugeordnet, alle anderen der Datei Kandidaten-Eltern, obwohl auch diese Tiere
theoretisch Nachkommen von Eltern sein konnten, die sich im Datensatz befinden. Die aus dem
Programm errechneten potenziellen Kind-Eltern-Paare wurden im Nachgang individuell auf
Plausibilitat geprift. Da fir die Kotproben keine Altersangaben vorlagen, konnten sie in dieser
Untersuchung nicht bericksichtigt werden. Die vierte Datei enthalt die Genotypen aller Individuen.

In der Analyse kann fiir Nachkommen, bei denen ein Elternteil bekannt ist, nach Individuen gesucht
werden, die wahrscheinlich als das jeweils andere Elternteil in Frage kommen. Auch fiir Nachkommen,
bei denen beide Eltern unbekannt sind, kann nach wahrscheinlichen Eltern einzeln oder paarweise
recherchiert werden. Als Referenzen fiir die Zuverlassigkeit der Ergebnisse standen zum Ersten Mutter-
Kind-Paare aus der Besenderung zur Verfligung. Zum Zweiten wurden aus den Daten der
Gewebeproben 16 Paare herausgefiltert, bei denen je ein Alttier und Kalb mit dem gleichen Datum
und Ort der Erlegung im Wildursprungsschein verzeichnet waren. In diesen Fallen wurde eine erhdhte
Wahrscheinlichkeit fiir eine potentielle Mutter-Kind-Beziehung unterstellt, die im Rahmen der CERvVUS-
Analyse naher untersucht wurde.

5. ERGEBNISSE

5.1. Voruntersuchungen an Gewebe

Die Analyse der Gewebeproben von erlegtem Rotwild aus dem Forstbezirk Barenfels und dem
Nationalpark Sachsische Schweiz zeigte fir die meisten Marker eine hohe Zuverlassigkeit und
Reproduzierbarkeit. In wenigen Fallen lagen Abweichungen an einzelnen Genorten vor, die
Nachjustierungen an der Methodik erforderten.

Die untersuchte Muffelwild-Probe zeigte an folgenden Genorten Allele, die aulRerhalb der Bereiche
lagen, in denen Rotwild-Allele auftreten: CSSM16, Haut14, TGLA53 und CSRM60. Auch fiir die Rehwild-
Proben wurden an einigen Loci Rotwild-unspezifische Allele gefunden: AMELXY, CSSM19 und CSRME60.
Anhand dieser Loci lassen sich sowohl Muffel- als auch Rehwildproben vom Rotwild unterscheiden.
Die wenigen Proben erlauben keine Aussage, ob es Uberschneidungen zwischen den
Variationsbereichen der Arten gibt. Die Unterschiede zwischen Rotwild und den beiden anderen Arten
treten aber jeweils an mehreren Genorten auf. Dariber hinaus sind die Proben der beiden Arten meist
durch  schlechtere = Amplifikationsergebnisse  gekennzeichnet.  Deshalb  erscheint  die
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Wahrscheinlichkeit, Proben fremder Arten zu identifizieren oder aufgrund sehr unvollstandiger
Analysenergebnisse von der weiteren Analyse auszuschlieRen, als sehr hoch. Fir nahe verwandte
Hirscharten kann aus dieser Untersuchung keine Aussage getroffen werden. Die in Frage kommenden
Arten Damhirsch (Dama dama, Linnaeus, 1758) und Sikahirsch (Cervus nippon, Temminck, 1838)
kommen im Untersuchungsgebiet allenfalls sporadisch vor und haben keinen Einfluss auf das
Gesamtergebnis.

Die Genotypen der im Rahmen der Voruntersuchung analysierten Rotwild-Gewebeproben wurden
spater in die Gesamtauswertung mit einbezogen.

5.2, Kotgenotypisierung
5.2.1. Herbstsammlung 2016

Aus den 467 Proben, die relativ gleichmaRig Gber die abgesuchte Strecke verteilt waren (Abb. 3),
konnten von 240 Proben (51,4 %) vollstindige oder nahezu vollstandige Rotwild-Konsensus-
Genotypen gebildet werden, die fiir die weitere Auswertung verwendbar waren.

Von den restlichen Proben wurden 91 eindeutig als Rehwild identifiziert und 4 Proben als Muffelwild.
Bei weiteren 132 Proben konnte aufgrund schlechter DNA-Qualitdt kein Genotyp angesprochen
werden, so dass sie ebenfalls nicht in die Auswertung eingingen.

Die 240 Konsensus-Genotypen lassen sich zu 130 verschiedenen Multilocus-Genotypen (MLGT)
zuordnen. Der gleiche MLGT wurde zwei Proben dann zugewiesen, wenn sie an allen untersuchten
Markern identische Allele aufwiesen oder wenn an nur einem Marker eine Abweichung auftrat, fur die
eine technische Ursache (Alleldropout, false allele oder fehlende Daten) wahrscheinlich ist. Wenn die
MLGT zweier Proben zwar sehr dhnlich waren, sich aber mehr unterschieden als eben beschrieben,
wurden sie mit der gleichen MLGT-Nr. bezeichnet, aber mit einem anderen Buchstaben kenntlich
gemacht, und als verschiedene Individuen behandelt. In der Liste der Losungsfunde wurden alle
Proben entweder als Ausfall oder mit einer MLGT-Bezeichnung versehen.

Bezogen auf die 130 MLGT wurden 73 Typen nur 1 x, 30 2x, 14 3x, 7 4x, 3 5x, einer 6x und zwei 7x
gefunden. 38 Typen waren sicher mannlich, 81 sicher weiblich und bei 11 MLGT, die je nur einmal
vorkamen, konnte keine sichere Angabe zum Geschlecht gemacht werden. Die Verteilung der MLGT
der Proben mit sicher bestimmtem Geschlecht ist aus Abb. ersichtlich.
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Abb. 7:  Absolute Wiederholungszahlen der MLGT innerhalb der Stichprobe Herbst2016 getrennt nach Geschlecht

Fiir die Schatzung der PopulationsgréoBe mit dem Programm capwire wurde die Anzahl der MLGT je
Geschlecht zugrunde gelegt. Proben ohne eindeutige Geschlechtsbestimmung wurden
ausgeschlossen, so dass die weibliche Stichprobe (w) aus 81 Individuen besteht und die mannliche (m)
aus 38. Die beiden idealisierten Modellansatze bezliglich der Beprobungswahrscheinlichkeit ergeben
relativ unterschiedliche Schatzungen, beide mit relativ grofen Unsicherheiten behaftet. Das sich
daraus ergebende Geschlechterverhaltnis ist in beiden Fallen mit 1:1,9 bzw. 1:1,7 dhnlich (Tab. ), mit
einem etwas geringeren Uberhang an weiblichen Stiicken als in der analysierten Stichprobe
beobachtet.

Fir die Testsammlung wurde ein Teil eines groBeren Waldgebietes (UG Barenfels) ausgewahlt, er
entspricht damit nicht der Modellannahme einer geschlossenen Population. Die Ergebnisse sind daher
mit Vorsicht zu behandeln, und auf eine Dichteschatzung auf Basis dieser Daten wurde verzichtet.

Tab.5: Test zur PopulationsgroBenschatzung mit dem Programm capwire in zwei Modellen: ECM (Equal Capture Model):
Jedes Individuum hat bei jeder Ziehung die gleiche Wahrscheinlichkeit, beprobt zu werden. TIRM (Two Innate Rates
Model): Es gibt zwei Gruppen von Individuen mit verschiedenen Nachweiswahrscheinlichkeiten

Herbstsammlung | Anzahl modelliert Geschlechterverhiltnis
2016 Konfidenzintervall Konfidenzintervall
m 95 % w 95 % m w
ECM 54 41-69 100 86-113 1 1.9
TIRM 76 62-118 126 116-172 1 1.7

Die Einteilung der Proben in Frischegrade spiegelte sich tendenziell im Anteil auswertbarer Rotwild-
Proben wieder (Abb. 8), wobei die Proben, die anderen Arten zugeordnet wurden, nicht berlicksichtigt
sind.
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Abb. 8: Relativer Anteil auswertbarer Rotwildproben aus der Testsammlung im Herbst 2016 nach im Feld erfolgter okularer
Schéatzung des Frischegrades (F: frisch, M: mittel, A: alt). Die Datenbeschriftung zeigt die absoluten Probenzahlen.

5.2.2. Friihjahrssammlung 2017

Von den insgesamt 1.900 in die Untersuchung einbezogenen Proben konnten nach je zwei bis drei
Analysendurchgidngen nur 394 fir die weitere Bearbeitung ausgewahlt werden. Nach weiteren zwei
bis vier Analysendurchgangen lagen nur 195 Konsensus-Genotypen vor. Die Ausbeute der ersten
Sammlung im Marz betrug lediglich etwa 7 %, die der zweiten etwas mehr als 15 %. Dabei wurden die
91 Konsensus-Genotypen aus der Marzsammlung 89 MLGT zugeordnet, nur von zwei Individuen
wurden je zwei Proben identifiziert. Die 110 Konsensus-Genotypen der zweiten Sammlung gehorten
100 MLGT an, von denen 6 zweimal und 2 dreimal auftraten.

Der geringe Anteil erfolgreich analysierter Proben flhrt dazu, dass die Daten nicht reprasentativ fiir
das Untersuchungsgebiet sind. Das zeigt sich neben der absoluten Anzahl auch in duflerst geringen
Wiederfunden von MLGT. Deshalb wurden innerhalb des Probenkollektivs aus der Frithjahrssammlung
2017 keine weiteren Auswertungen und keine Schatzung der PopulationsgrofRe durchgefiihrt. Die
vorhandenen Daten gingen in die Gesamtauswertung (Kapitel 5.5) ein.
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5.3. Charakterisierung der Rotwildpopulation des Erzgebirges (Gewebe und Haare)

Abb. 9: Bildung potenzieller geografischer Kollektive (schwarze Ringe, in Klammern Individuenzahl) aus den Haar- und
Gewebeproben anhand ihrer Koordinaten (gelb: einzelne Ortsangaben, rot: revierbezogene Daten)

Tab. 6: Beschreibung der auf der Grundlage der Koordinaten gebildeten potentiellen geografischen Kollektive

Geografisches Stichprobe Bezeichnung

Kollektiv

1 10 Forstbezirk Adorf, stdlicher Teil

2 32 Forstbezirk Adorf, 6stlicher Teil

3 19 Forstbezirk Adorf und Eibenstock, nordlicher Bereich
4 11 Forstbezirk Eibenstock, studlicher Bereich
5 59 Forstbezirk Neudorf

6 41 Forstbezirk Marienberg

7 175 Forstbezirk Barenfels

8 47 Forstbezirk Neustadt

9 11 Nationalpark Sachsische Schweiz

Die Zugehorigkeit zu genetischen Clustern wurde zunachst unabhangig vom Geschlecht fir alle 405
Genotypen aus Haar- und Gewebeproben simuliert. Die mit dem Programm STRUCTURE 2.3.4 unter der
Annahme von K=1-10 Gruppen simulierte Gruppenzugehorigkeit der einzelnen Genotypen wurde mit
dem Programm STRUCTURE HARVESTER ausgewertet. Die mittlere logarithmische Wahrscheinlichkeit der
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Einteilung in die jeweils vorgegebene Zahl von Clustern fiir K= 2, 3 oder 4 Gruppen am hochsten (Abb.
4) und fallt bei einer hoheren Anzahl deutlich ab. Dabei ist die Einteilung in den fiir jede Anzahl
durchgefiihrten Simulationen fiir 2 und 3 Cluster sehr stabil und zeigt bei K=4 eine geringe Variation.
Ab K= 5 Gruppen steigt die Standardabweichung sehr stark an, d.h. die Zuordnung von Individuen in
den Wiederholungen unterscheidet sich erheblich, so dass eine sichere Interpretation nicht mehr
moglich ist. Die groRte Anderung der Wahrscheinlichkeiten Delta K liegt bei K= 2 vor und sinkt dann
ab, bis sie ab K= 5 nahe Null liegt. Daraus folgt, dass eine Einteilung in mehr als vier Gruppen nicht
plausibel ist (Evanno et al. 2005).
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Abb. 4: links: mittlere geschatzte logarithmische Wahrscheinlichkeit, rechts: Delta K (N=405, K=1 - 10)

Abb.5: Zuordnung der Genotypen aus neun geografisch definierten Kollektiven (dargestellt von West nach Ost) zu
genetisch homogenen Gruppen (K) mit dem Programm STRUCTURE. oben: K=2, unten: K=4 Gber alle Proben (N=405)
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Fiir alle getesteten K > 1 bilden die Proben aus den Forstbezirken Adorf, Eibenstock und Neudorf
(Kollektive 1 bis 5) eine in sich geschlossene Population mit deutlicher Dominanz eines Clusters (hier
Cluster Nr. 2 - griin), die sich von den anderen deutlich unterscheidet — unabhangig von der Anzahl
vorgegebener Gruppen (K). Bei der Zuordnung lber alle Proben (Abb. 5) zu mehr als 2 Gruppen zeigt
sich eine Trennung des Kollektivs 8 aus dem Forstbezirk Neustadt mit einem dominierenden Cluster
(hier Cluster Nr. 4 - gelb). Die Proben aus den Forstbezirken Barenfels (Kollektiv 7) und Marienberg
(Kollektiv 6) weisen ausgeglichenere Anteile an allen vier Gruppen auf, wobei in Kollektiv 6 die
Zugehorigkeit zu Cluster 1 (hier rot) groRer ist und in Kollektiv 7 zu Cluster 3 (hier blau). In Kollektiv 9
(Nationalpark) dominiert im Mittel der Anteil an Cluster 1. In Tab. 7 sind die mittleren Anteile der
Kollektive fir K=4 Gruppen Uber alle Proben dargestellt. Die paarweisen Allelhdufigkeits-
Abweichungen zwischen den Clustern (Tab. ) reichen dabei von 1,7 % (zwischen den Clustern 1 und 3)
bis 6,9 % (Cluster 2 und 4).

Tab.7: Mittlere Anteile der vordefinierten geografischen Kollektive an den 4 Clustern tber alle Proben

Geografisches | Durchschnittliche Clusterzugehorigkeit Individuen-
oy TNz N |
1 0.238 0.622 0.078 0.062 10
2 0.207 0.64 0.085 0.069 32
3 0.205 0.613 0.056 0.125 19
4 0.233 0.575 0.099 0.092 11
5 0.214 0.608 0.093 0.084 59
6 0.425 0.192 0.2 0.183 41
7 0.213 0.096 0.411 0.279 175
8 0.155 0.096 0.111 0.638 47
9 0.517 0.218 0.109 0.156 11

Tab. 8: Paarweise Abweichungen der Allelhdufigkeiten zwischen den Clustern

1 - 0.0309 | 0.017 0.027
2 - 0.0654 | 0.0686
3 - 0.0363
4 ,
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Aufgrund der Gberwiegenden Zuordnung der Kollektive 1 bis 5 zu einem Cluster wurden die Proben
aus den Forstbezirken Adorf, Eibenstock und Neudorf fiir die populationsgenetische Auswertung als
Teilpopulation Westerzgebirge (WERZ) zusammengefasst. Die Proben aus dem Nationalpark
Sachsische Schweiz wurden aufgrund der geringen StichprobengréBe in der weiteren Auswertung
nicht bericksichtigt. Die Kollektive 6, 7 und 8 gingen unverdndert in die Untersuchung mit dem
Programm GenAlIEx ein.

An insgesamt 394 Proben wurden fiir die untersuchten 8 Mikrosatellitenmarker insgesamt 126
verschiedene Allele nachgewiesen, wobei die einzelnen Marker zwischen 6 und 26 Allele aufwiesen.
65 Allele kommen in allen Teilpopulationen, 26 Allele jeweils nur in einer der Teilpopulationen vor
(private Allele).

Zunachst wurden die Teilpopulationen in zwei nach dem Geschlecht differenzierte Gruppen aufgeteilt,
um festzustellen, ob mit den untersuchten Markern geschlechtsspezifische genetische Strukturen
nachweisbar sind.

Zur Beschreibung der genetischen Variation zwischen den Teilpopulationen wurde der paarweise
genetische Abstand nach Nei (1972) berechnet und mithilfe einer Hauptkomponentenanalyse grafisch
dargestellt (Abb. 6). Die beiden Achsen erkldren insgesamt ca. 85,6 % der Variation. Auch hier wird
deutlich, dass die Populationen Westerzgebirge auf der einen und Neustadt auf der anderen Seite
groRere Abstdande aufweisen als Marienberg und Barenfels. Darliber hinaus zeigt die Darstellung, dass
die geschlechtsspezifischen Gruppen aus ein- und demselben Untersuchungsgebiet sich mit
zunehmender Stichprobenzahl immer dhnlicher werden. Bei dem Kollektiv Barenfels mit 90 bzw. 85
Proben betragt der Abstand zwischen der mannlichen und der weiblichen Gruppe weniger als drei
Prozent. Daraus ist zu schlieRen, dass es bei den untersuchten Mikrosatelliten-Markern keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede gibt. Die festgestellten Abweichungen zwischen den
Teilpopulationen kommen durch geringe Stichprobenumfange zustande. Fir die weitere Auswertung
werden daher die Populationen jeweils mit der gesamten Stichprobe aus beiden Geschlechtern
betrachtet.

Principal Coordinates (PCoA)
Westerzgebirge
weiblich Neustadt
4 .
L ) ménnlich
Westerzgebirge P
méannlich L 4
(o] RT
» Neustadt weiblich
8
o Barenfels
Marienberg mannlich
weiblich Marienberg ®
TS mannlich Barenfels
V'S weiblich
Coord. 1

Abb. 6: Hauptkomponentenanalyse basierend auf den paarweisen genetischen Abstanden nach Nei (1972)
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Die genetische Vielfalt in den einzelnen Populationen ist in Tab. dargestellt.

Tab.9: Genetische Vielfalt innerhalb der Populationen (N: Stichprobe, Na: durchschnittliche Anzahl der Allele pro Marker,
Ne: effektive Anzahl der Allele, SE: Standardabweichung)

Population N Na SE Ne SE

Westerzgebirge 131 12.8 1.5 6.3 0.7
Marienberg 41 10.9 1.0 6.5 0.5
Barenfels 175 13.0 1.8 6.4 0.4
Neustadt 47 10.1 1.1 5.6 0.7

Die durchschnittliche Anzahl der Allele pro Marker ist von der StichprobengréBe abhingig, da die
Wahrscheinlichkeit, seltene Allele zu erfassen umso gréRer ist, je mehr Individuen untersucht werden.
Der Parameter effektive Anzahl der Allele ist ein Mal} fiir die Diversitat, da er neben der absoluten
Anzahl auch deren relative Haufigkeit berticksichtigt. Die Kollektive aus dem Westerzgebirge und den
Forstbezirken Marienberg und Barenfels weisen etwa vergleichbare genetische Diversitat auf. Die
genetische Diversitat des Kollektivs Neustadt ist geringer.

Die Heterozygotie ist ein MaR fiir die individuelle genetische Vielfalt. Die Werte sind in allen
Populationen etwa vergleichbar. Die héchste Heterozygotie weist das Kollektiv Marienberg auf, das
mit einem Fixierungsindex von 0,3 % dem genetischen Gleichgewicht am nachsten kommt. Alle
anderen Populationen weisen einen leichten Homozygoten-Uberschuss auf. Die im Verhiltnis hohe
Standardabweichung fiir den Fixierungsindex zeigt, dass vor allem bei den Populationen Marienberg
und Neustadt die Stichproben zu klein sind, um sichere Aussagen zu machen (Tab. 5).

Tab.5: Beobachtete (Ho), erwartete (He) Heterozygotie sowie Fixierungsindex (F) in den Populationen

Population N Ho SE He SE F SE

Westerzgebirge | 131 0.779 0.034 0.824 0.020 0.058 0.025
Marienberg 41 0.838 0.035 0.841 0.011 0.003 0.040
Bédrenfels 175 0.804 0.012 0.839 0.010 0.041 0.018
Neustadt 47 0.766 0.038 0.793 0.034 0.033 0.033

Die Gruppierung der Populationen in der STRUCTURE-Analyse bzw. in der Hauptkomponentenanalyse
der genetischen Abstande basieren auf der Verteilung der Allele bzw. Genotypen der Marker (iber die
Populationen (Anlage 3). Um einzuschétzen, ob es sich bei den ermittelten Clustern um isolierte
Populationen handeln konnte, wurden die Haufigkeiten der einzelnen Allele ndher untersucht. In Abb.
7 sind beispielhaft einige Allele mit groRen Haufigkeitsunterschieden zwischen den Populationen
dargestellt.
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Abb. 7:

Beispiele fir Allele mit groRen Haufigkeitsunterschieden zwischen den Populationen

Es gibt viele Beispiele fir Allele, bei denen sich die Haufigkeiten in Teilen des Untersuchungsgebietes
kontinuierlich verdandern, und in bestimmten Populationen aber sprunghaft abweichen oder ganz
fehlen, wie z. B. das Allel 162 am Marker CSSM16, die Allele 196, 202 und 225 am Marker IDVGA55
oder die Allele 149 und 151 am Marker CSSM19. Die Populationen Westerzgebirge und Neustadt sind
von solchen sprunghaften Verschiebungen in besonderem Male betroffen.

An fast allen Markern treten aber auch Allele auf, deren Haufigkeiten sich von West nach Ost
kontinuierlich und zum Teil stark erh6hen oder verringern. Beispiele fiir eine solche klinale Variation
sind die Allele 154 und 164 am Marker CSSM16 oder die Allele 216 und 220 am Marker BM203.

Die Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass die Strukturierung der Teilpopulationen nicht auf Isolation
beruht und Genfluss entlang des gesamten Erzgebirges in unterschiedlichem MaRe stattfindet.
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5.4. Familienstrukturen
5.4.1. Besenderte Tiere

Die Genotypen der untersuchten Individuen wurden zunachst dafiir genutzt, Vermutungen zur
Verwandtschaft zwischen besenderten Tieren zu erharten oder auszuschlielen (Anlage 4). Dabei
handelte es sich erster Linie um die Uberpriifung der Mutter-Kind-Beziehungen zwischen den Kilbern
und ihren potentiellen Mittern, da diese Verwandtschaft eine wesentliche Grundannahme fir die
Auswertung der Telemetriedaten bildet. In den Untersuchungsgebieten Barenfels und Neudorf konnte
dabei jeweils ein Alttier-Kalb-Paar bestatigt werden. Im Untersuchungsgebiet Eibenstock traf das fir
zwei Paare zu, und zu einem weiteren Alttier (TO8) wurden zwei Kilber aus verschiedenen Jahren
bestatigt.

Dartiber hinaus wurden Paare von Individuen auf die Mdglichkeit einer Mutter-Kind-Beziehung
gepriift, die aus einer aneinander orientierten oder sehr dhnlichen Raumnutzung der betreffenden
Tiere abgeleitet wurden (siehe Bericht AG Wildtierforschung). Dabei wurde in drei der
Untersuchungsgebiete je eine Paarung gefunden, bei der die individuellen Genotypen die Vermutung
der Elternschaft untermauern, da an jedem untersuchten Marker mindestens ein gemeinsames Allel
auftrat. Beispielsweise legt das Ergebnis nahe, dass im Untersuchungsgebiet Eibenstock das Alttier TO5
die Mutter von TO08 ist, und somit vier Individuen aus drei Generationen einer Familie besendert
wurden. Insgesamt wurden Uber alle Untersuchungsgebiete zwolf solcher Familien-Hypothesen
eindeutig widerlegt (Anlage 4). Die genetischen Untersuchungen legen nahe, dass eine vergleichbare
Raumnutzung in Form tradierter Wanderrouten, eines zeitweisen Zusammenlebens oder eines
unregelmaligen Sich-Treffens bestimmter Individuen zum Teil auf Verwandtschaftsbeziehungen
zuriickgefiihrt werden kann, es dieser engen Verwandtschaft bei der stark sozial lebenden Wildart
Rothirsch aber haufig nicht bedarf.

Die Ergebnisse der Haar-Analysen gingen in die vergleichende Auswertung aller Proben (Kapitel 5.5.)
mit ein.

5.4.2. Elternschaftsanalyse mit dem Programm CERVUS

Da die Analyse die einzelnen Genotypen betrachtet, wurde sie mit allen 405 Proben durchgefiihrt. Den
Nachkommen wurden davon 351 Genotypen zugeordnet. Als Kandidaten-Mitter wurden 170
Genotypen definiert, als Kandidaten-Vater 160 Genotypen. Die Analyse der Allelhdufigkeiten (Tab. 6)
ergab, dass sechs der untersuchten Marker nicht signifikant vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
abweichen. Der Marker BMC1009 weicht auf 5 %-Signifikanzniveau, der Marker CSSM19 aber
hochsignifikant ab. Aufgrund der hohen potentiellen Nullallel - Belastung von fast 11 % empfiehlt das
Programm, diesen Marker aus den Elternschaftsanalysen auszuschlieRen. Da die beobachtete
Heterozygotie bei fast 70 % liegt, wurde er trotzdem mit einbezogen, um den hohen Polymorphie-Grad
Zu nutzen.

Die mittlere Wahrscheinlichkeit, dass zwei nicht verwandte Individuen sich anhand der Daten nicht
unterscheiden, liegt an den einzelnen Markern (NE-1) zwischen 0,017 und 0,063, fir den Multilocus-
Genotyp bei 2,772, Wenn die beiden Individuen Vollgeschwister sind, ist diese Wahrscheinlichkeit
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zwar flr den einzelnen Marker mit 0,303 bis 0,361 viel hoher, fiir den MLGT betragt sie dennoch nur
0,000151.

Bei den Elternschaftsanalysen ist die Nicht-Ausschluss-Wahrscheinlichkeit am hochsten fiir den Fall,
dass der andere Elter nicht bekannt ist. Fir die einzelnen Marker liegt sie im Mittel zwischen 0,328 und
0,555, tiber alle Marker kombiniert bei 0,001474.

Eine Eltern-Kind-Beziehung setzt voraus, dass beide Individuen an jedem untersuchten Marker
mindestens ein gemeinsames Allel aufweisen. Da jedoch im Einzelfall eine technisch bedingte
Abweichung nicht auszuschlieRen ist, wurden fiir die Mutterschaftsanalyse bis zu 2 ,mismatches”
zugelassen, d.h. ein oder zwei Genorte, an denen kein gemeinsames Allel gefunden wurde. Von 1627
durchgefiihrten Tests, die diese Bedingung erfillten, wurde in 337 Fallen fiir je einen Nachkommen
eine wahrscheinlichste Mutter gefunden, was in 10 Paarungen mit mindestens 80%iger Sicherheit
zutraf. In drei dieser Falle betrug die Sicherheit sogar tiber 95 %. In 327 Fallen lag die Sicherheit, dass
es sich tatsachlich um die wahrscheinlichste Mutter handelt, unter 80 %. In weiteren 1290 Fallen wurde
Nachkommen eine potentielle Mutter zugeordnet, bei denen es sich aber nicht um die

wahrscheinlichste Mutter handelt.

Tab. 6: Analyse der Allelhdufigkeiten fiir die einzelnen Marker mit dem Programm Cervus. k: Anzahl der Allele, N: Anzahl
der Proben, PIC: Polymorphie-Informationsgehalt, Ho: beobachtete Heterozygotie, He: erwartete Heterozygotie,
Nichtausschlusswahrscheinlichkeiten NE-1P: fiir den ersten Elter, NE-2P: fiir den 2. Elter, NE-PP: flir das Elternpaar,
NE-I: Wahrscheinlichkeit, dass zwei nicht verwandte, zufallig gezogene Individuen den gleichen Genotyp tragen, NE-
SI: Wahrscheinlichkeit, dass das passiert, wenn beide Vollgeschwister sind, HW: Abweichung der Allelverteilung
vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, F(Null): geschatzte Nullallelwahrscheinlichkeit

Locus k N Ho He PIC NE-1P | NE-2P | NE-PP | NE-I NE-SI | HW | F(Null)

CSSM16 6 405 | 0,775 | 0,81 0,783 | 0,555 | 0,378 | 0,198 | 0,063 | 0,361 | NS 0,0225

IDVGA55 | 13 | 405 | 0,773 | 0,817 | 0,793 | 0,529 | 0,355 | 0,173 | 0,057 | 0,356 | NS 0,0249

BMC1009 | 16 | 405 | 0,835 | 0,866 | 0,851 | 0,424 | 0,267 | 0,105 | 0,032 | 0,326 | * 0,0181

CSSM19 11 | 405 | 0,684 | 0,847 | 0,83 0,465 | 0,3 0,129 | 0,04 0,337 | *** | 0,1098

HAUT14 15 | 405 | 0,805 | 0,854 | 0,837 | 0,452 | 0,29 0,122 | 0,038 | 0,333 | NS 0,0289

TGLAS3 20 | 404 | 0,814 | 0,895 | 0,884 | 0,352 | 0,213 | 0,071 | 0,02 0,308 | NS 0,0467

BM203 22 | 405 | 0,773 | 0,838 | 0,818 | 0,488 | 0,32 0,146 | 0,046 | 0,343 | NS 0,0414

CSRM60 | 26 | 405 | 0,869 | 0,903 | 0,894 | 0,328 | 0,196 | 0,06 0,017 | 0,303 | NS 0,0189

Die Liste der paarweisen Zuordnungen Nachkomme / wahrscheinlichste Mutter wurde manuell auf
Plausibilitat kontrolliert. Von Datensatzen mit reziproken Paarungen (nicht eindeutig, wer Nachkomme
und wer Mutter ist) wurde jeweils einer entfernt (7 Falle). Relativ hdufig erschienen Datensétze als
biologisch nicht plausibel (90 Falle), z.B. wenn der Nachkomme é&lter war als die zugeordnete
wahrscheinlichste Mutter, oder beide aus dem gleichen Jagdjahr mit Altersklasse 1 erfasst waren, oder
das Alttier schon erlegt worden war, bevor die Geburt des zugeordneten Nachkommen stattfand.
Wenn die Erlegungsorte beider Tiere nicht im gleichen oder in den zwei benachbarten Forstbezirken
liegen (weitere 43 Félle), wurde die Plausibilitat ebenfalls angezweifelt.
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Danach blieben 69 Paare, bei denen es zwischen den Nachkommen und ihren jeweils
wahrscheinlichsten Miittern an allen Markern mindestens eine Ubereinstimmung gab und weitere 96
mit einem Mismatch. Allerdings lag die Sicherheit nur bei sechs dieser Paare liber 80 %, bei weiteren
zwei Uber 95 %.

Um die Aussagekraft dieser Ergebnisse zu evaluieren, wurden die sechs bekannten Mutter-Kind-Paare
der Sender-Tiere naher betrachtet. In fiinf Paaren wird die wahre Mutter als wahrscheinlichste Mutter
erkannt, allerdings nur in einem Fall mit héchster Sicherheit (*). In einem Fall wird die bekannte Mutter
zwar als mogliche, aber nicht als wahrscheinlichste Mutter ausgewiesen, obwohl sie an allen Markern
passt (Tab. 7).

Tab.7: Ergebnis der Mutterschaftsanalyse fur die besenderten Kélber, ohne die bekannten Miitter vorzugeben. Fett
schwarz: Die bekannte Mutter aus der Besenderung wurde vom Programm CEervus als wahrscheinlichste Mutter
ausgewiesen. Fett rot: Ein anderes Tier wurde als wahrscheinlichste Mutter ausgewiesen, obwohl es an einem
Marker nicht passt.

First parent(Second

non- parent non- Pair loci Pair
Offspring |Loci |exclusion [exclusion |Candidate|Loci [Pairloci [mis- Pair LOD [Pair confi-
ID typed |probability [probability |mother ID |typed|[compared [matching|score Delta dence
HA-H91 8| 1.03E-04( 1.03E-04|HA-TO4 8 8 0| 1.51E+01| 1.51E+01|*
HA-H92 8 3.70E-04 3.70E-04 |HA-TO8 8 8 0| 8.52E+00| 4.77E+00 |-
HA-H92 8 3.70E-04 3.70E-04 |HA-TOS 8 8 1| 3.74E+00| 0.00E+00
HA-H92 8 3.70E-04 3.70E-04|CE-456 8 8 1| 3.11E+00| 0.00E+00
HA-H96 8| 5.92E-04( 5.92E-04|HA-T08 8 8 0| 6.80E+00| 3.38E+00 |-
HA-H96 8 5.92E-04 5.92E-04|CE-404 8 8 1| 3.42E+00| 0.00E+00
HA-H98 8| 2.26E-04( 2.26E-04|HA-T13 8 8 0| 8.42E+00( 4.29E+00|-
HA-H98 8 2.26E-04 2.26E-04|HA-T10 8 8 1| 4.13E+00| 0.00E+00
HA-T95 8 5.47E-04 5.47E-04|CE-384 8 8 1| 5.16E+00| 1.13E+00|-
HA-T95 8 5.47E-04 5.47E-04 |HA-T12 8 8 0 4.04E+00| 0.00E+00
HA-T93 8| 6.83E-04( 6.83E-04|HA-TO3 8 8 0| 7.19E+00( 4.31E+00|-
HA-T93 8 6.83E-04 6.83E-04 |CE-495 8 8 1| 2.88E+00| 0.00E+00
HA-T93 8 6.83E-04 6.83E-04|CE-299 8 8 1| 2.35E+00| 0.00E+00
HA-T93 8 6.83E-04 6.83E-04|CE-384 8 8 1| 2.14E+00| 0.00E+00

In einer Fallstudie wurden dann 16 potentielle Paare untersucht, bei denen jeweils ein Alttier und ein
Kalb oder Jungtier im Wildursprungsschein mit dem identischen Erlegungsort am gleichen Datum
eingetragen waren (Anlage 5). In Uber der Hélfte der Falle (9) ist das Alttier die wahrscheinlichste
Mutter, davon in 3 Fallen mit mindestens 80 % Sicherheit. In einem weiteren Fall (CE-356) wird als
wahrscheinlichste Mutter ein Alttier errechnet, das bereits 2015/16 erlegt wurde und daher aus
logischen Griinden ausscheidet. An zweiter Stelle steht das Alttier CE-355, das somit die logisch
wahrscheinlichste Mutter ist. In zwei weiteren Fillen (CE-389/CE-390 und CE-273/CE-272) ist das
Alttier ebenfalls nicht als die wahrscheinlichste, aber als mogliche Mutter des Nachkommen errechnet.
Da in beiden Féallen nicht mehr Mismatches auftreten, ist auch hier zu vermuten, dass es sich um
Mutter-Kind-Paare handelt. Ein Fall weist zwei Mismatches auf, in denen technische Ursachen
(Alleldropout) moglich waren, so dass hier keine eindeutige Aussage getroffen werden kann. In drei
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Fallen kann nahezu ausgeschlossen werden, dass es sich um Mutter-Kind-Paare handelt, da an
mehreren Genorten keine Ubereinstimmung auftritt. Insgesamt ist es daher in 12 von 16 Féllen relativ
sicher, dass es sich bei den am gleichen Tag und Ort erlegten Tieren um Mutter-Kind-Paare handelt,
bei drei Kombinationen ist dies auszuschlielRen.

Aufgrund der hohen Unsicherheit in den Ergebnissen in der Mutterschaftsanalyse wurde auf eine
Vaterschaftsanalyse mit allen Proben verzichtet. Fir 22 aus den bisherigen Ergebnissen ermittelte
Nachkommen mit bekannter Mutter wurde aber eine Vaterschaftsanalyse durchgefiihrt. In 5 Fallen
ermittelte CERVUS einen wahrscheinlichsten Vater mit geringer Sicherheit (unter 80 %), wobei es aber
in allen Fallen ein bis zwei Mismatches gab. Drei dieser Falle wurden als unlogisch ausgeschlossen, so
dass nur folgende Nachkomme-Mutter-Vater-Kombinationen mit relativ geringer Wahrscheinlichkeit
angenommen werden kénnen:

HA-T92 - HA-TO8 — CE-301 (FoB Adorf, Rev. Muldenberg, AK2, JJ 2018/19) und

HA-T96 - HA-TO8 — CE-116 (FoB Barenfels, Rev. Schellerhau, AK4, JJ 2018/19.

5.5. Abgleich zwischen den Stichproben aus dem Untersuchungsgebiet Barenfels

Aus dem Untersuchungsgebiet Barenfels lagen relativ umfangreiche Stichproben verschiedener
Probenmaterialien vor. Die Aussagekraft der verwendeten Mikrosatellitenmarker wurde mithilfe der
Identitdtswahrscheinlichkeit innerhalb der Stichproben fiir die einzelnen Marker und deren
Kombination geschatzt (Abb. 8). Fiir zwei zufallig aus der Stichprobe gezogene Individuen, die nicht
miteinander verwandt sind, geht demnach bereits bei mehr als zwei untersuchten Markern die
Wahrscheinlichkeit (Pl) gegen Null, dass beide den gleichen Genotyp aufweisen. Unter der Annahme,
dass es sich bei den beiden Individuen um Vollgeschwister handelt (Plsibs), sind mindestens funf
Marker erforderlich, um sie sicher zu unterscheiden.

Probability of Identity

4,5E-01 c—
4,0E-01 - PI BAER
3,5E-01 -
3,0E-01 - e P| Herbst2016
T 2,5E-01 -
%,gE-g% 1 \ Pl April_2017
10E-01 :\ e P| Maerz_2017
0,0E+00 = T T T T T J e P|sibs BAER
7 Y, Y, Y, Y, Y, Y, Y,
x> 9, 9, 9, 9 53 3 Plsibs Herbst2016
v % &xi’x &XVX &xi’x O)x7x Pisibs April_2017
Ry RN RN RN pri_
Locus Combination > )"cP Plsibs Maerz_2017

Abb. 8: Geschatzte Wahrscheinlichkeit, dass zwei nicht verwandte Individuen (PI) bzw. zwei Vollgeschwister (Plsibs) aus der
Stichprobe bei einer zunehmenden Anzahl beriicksichtigter Genmarker den gleichen Genotyp aufweisen.

Die Annahme, dass es sich um Proben von ein- und demselben Individuum handelt, wenn der
Multilocus-Genotyp an allen acht untersuchten Markern Ulbereinstimmt, ist daher berechtigt. Bei
Abweichungen an ein oder zwei Markern, die durch das Nicht-Erkennen des zweiten Allels entstanden
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sein kdnnen, ist es relativ wahrscheinlich, dass es sich um den gleichen Genotyp handelt. Wenn aber
fir zwei Proben an einem Marker mehr als zwei unterschiedliche Allele gefunden wurden, handelt es
sich definitiv nicht um das gleiche Individuum.

Unter Anwendung dieser Voraussetzungen wurden Wiederfunde innerhalb jeder Losungs-Stichprobe
sowie auch zwischen den Stichproben aus dem Untersuchungsgebiet Barenfels erfasst. Als Beispiel
kann der Hirsch H33 (,,Hansi“) dienen, der am 01.03.2017 im UG Barenfels besendert wurde und sich,
bis er am 03.09.2018 erlegt wurde, in einem relativ eng begrenzten Gebiet aufgehalten hat. Bereits in
der Kotsammlung im Herbst 2016 war eine Losungsprobe von H33 enthalten sowie je eine weitere in
den Stichproben aus den Sammlungen im Marz und im April 2017 (Abb. 9).

Insgesamt wurde 595 Proben ein Genotyp zugewiesen. Davon traten 341 Genotypen nur einmal auf,
87 wurden mehrfach gefunden. Eine Ubersicht tiber die Verteilung auf die Stichproben gibt Tabelle 13.
Da manche Genotypen innerhalb einer Stichprobe (bis zu sieben Mal) und /oder in mehreren
Stichproben vorkamen, ist die Summe der Angaben mehrfach vorkommender MLGT in der Tabelle
hoher. Das Verhaltnis zwischen einfach und mehrfach vorkommenden Genotypen unterscheidet sich
bei den Kot-Stichproben sehr stark. In der Stichprobe aus dem Herbst 2016 liegt es bei 1:1, aus dem
Marz 2017 bei ca. 4,9:1 und aus dem April 2017 bei etwa 3,1:1. Auch das ist ein Beleg fiir die mangelnde
Reprasentanz der Stichproben aus dem Friithjahr 2017 und moglicherweise ein Hinweis auf eine héhere
Fehlerrate bei der Genotypisierung. Damit sind sie fiir eine PopulationsgréRenschatzung ungeeignet.
Die Sammlung aus dem Herbst 2016 erfolgte nur in einem Teil des Untersuchungsgebietes, so dass
auch sie nicht reprasentativ fiir das Untersuchungsgebiet ist.

Tab.8: Wiederfunde von Multilocus-Genotypen (MLGT) innerhalb und zwischen den Stichproben aus dem
Untersuchungsgebiet Barenfels
N \ \ Wiederfund von MLGT in Stichprobe:
folgreich
Stichprobe z;aol fsriz'rcte MLGT | MLGT Herbst | Marz | April | . |
. ewebpe aare
Proben einmal | mehrfach | 2016 2017 | 2017
Herbst 2016 240 66 66 57 7 9 12 3
Kot | Marz 2017 91 73 15 2 4 6 2
April 2017 111 75 24 11 8 2
Gewebe 139 117 22 1
Haare 14 10 4

In den anderen Gewebe- bzw. Haar-Stichproben von auRerhalb des Untersuchungsgebietes Barenfels
gab es keine Wiederfunde aus den Losungsproben.

Aus den Wiederfunden zwischen den Stichproben lassen sich Beobachtungen zum Verhalten
verschiedener Tiere belegen. Der besenderte Hirsch H33 ,Hansi“ wurde beispielsweise in jeder
Losungssammlung einmal erfasst. Aus den Telemetriedaten bestétigt sich, dass er sich in der gesamten
Zeit zwischen seiner Besenderung im Marz 2017 und der Erlegung im September 2018 in einem relativ
engen Aktionsraum aufgehalten hat (Abb. 15).
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Die Betrachtung aller mehrfach gefundenen Mutilocus-Genotypen zeigt, dass manche Individuen

deutlich gréRere Entfernungen zuriicklegen (Abb. 17), wobei die grofRrdaumigeren Bewegungen
hauptsachlich in Nord-Sid-Richtung bzw. zwischen hoéheren und tieferen Berglagen verlaufen
(Abb.16). Die Verteilung der weiter entfernten, zu unterschiedlichen Zeitpunkten entstandenen

genetischen Nachweise untermauert damit die durch die Telemetriestudie festgestellten

Wanderungen zwischen den saisonalen Streifgebieten. Mehrfachnachweise (insbesondere bei den

Kotsammlungen) erfolgten jedoch sehr haufig in geringer Distanz zueinander — dies belegt die
Raumtreue innerhalb der saisonalen Streifgebiete (Abb. 18). In der Zusammenfassung sind die
Nachweisabstiande bei den mannlichen Tieren etwas grofer als bei den weiblichen.
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Abb. 9:

Raumnutzung (Gesamtaktionsraum MCP 100 % und Kernstreifgebiet Kernel 95 %) des besenderten Hirsches H33
(,Hansi”) im UG Barenfels im Zeitraum vom 1.3.2017 bis 3.9.2018 und genetische Nachweise (Losungssammlungen
2016, 2017, Gewebeprobe Besenderung, Erlegung)
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Abb. 10: Genetische Nachweise von individuellen Multilocus-Genotypen (MLGT) von Rothirschen aus mehreren Quellen
(Haarprobe Besenderung, Kotprobe aus Sammlung 2016 und 2017, Gewebeproben aus Erlegung) im UG Barenfels.
Die individuell gefarbten Linien verbinden die Nachweise eines spezifischen MLGT.
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Nachweisabstand gleicher Genotypen (Losung, Gewebe, Haarproben)
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Abb. 117:Rdumliche Abstande zwischen den verschiedenen Nachweisen unterschiedlicher MLGT (= Individuen) von
Rothirschen aus mehreren Quellen (Haarprobe Besenderung, Kotprobe aus Sammlung 2016 und 2017,
Gewebeproben aus Erlegung) im UG Barenfels.

Nachweisabstand gleicher Genotypen (Losung, Gewebe, Haarproben) nach Geschlecht
12000~

4000~

6000~ i

Abstand (m)

3000-

Geschlecht

Abb. 12: Verteilung der raumlichen Abstinde zwischen den verschiedenen Nachweisen unterschiedlicher MLGT von
Rothirschen aus mehreren Quellen (Haarprobe Besenderung, Kotprobe aus Sammlung 2016 und 2017,
Gewebeproben aus Erlegung) im UG Barenfels nach Geschlecht (m=mannlich, w=weiblich). Schwarze Linie: Median,
Box: Oberes und unteres 25 % Quartil
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6. DISKUSSION

6.1. Kritische Bewertung der Methodik
6.1.1. Losungssammlungen

Der Kern des Projektteils Genetische Untersuchungen im vorliegenden Projekt bestand aus der
Kotgenotypisierung im Untersuchungsgebiet Barenfels als Basis fir die Schatzung der
PopulationsgroRRe. Die Probesammlung im Herbst 2016 auf einer Teilflaiche des Untersuchungsgebietes
zeigte, dass die Sammlung und Analyse ein sehr aufwandiges Verfahren ist, das aber zu plausiblen
Wiederholungszahlen fihren kann, mit denen eine Schatzung moglich ist.

Die etwas mehr als 20 % Proben anderer Arten sind damit zu erkldren, dass die Sammler fur den
Probelauf angewiesen waren, auch Proben einzusammeln, bei denen sie die Art nicht sicher
ansprechen konnten. Fir die Rotwildproben war eine relativ hohe Erfolgsrate zu verzeichnen.

Fiir die beiden Sammlungen im Frihjahr wurden die Erfahrungen aus dem Herbst beriicksichtigt. Die
Sammlung sollte Informationen zum Frihjahrsbestand als Referenzmall zu den weiteren
Populationsdichteschatzungen (Distance Sampling, Fotofallen) liefern. Weil Sammlungen bspw. im
Herbst die (jagdliche und natirliche) Mortalitat bis zum Winterende nicht bertcksichtigen, wurde von
einer Herbstsammlung Abstand genommen. Es zeigt sich allerdings, dass die Qualitat der
Frihjahrsproben im Schnitt erheblich schlechter war. Es ist zu vermuten, dass dabei die spezifischen
Witterungsbedingungen in den Hoch- und Kammlagen des Osterzgebirges eine Rolle spielen. Die erste
Sammlung (Mérz) im Friihjahr 2017 ergab auf der gleichen Strecke eine wesentlich hohere Probenzahl
als die zweite (April). Das lasst darauf schlieRen, dass die Proben aus einem relativ langen Zeitraum
stammten, aber trotzdem immer noch frisch aussahen, was auf das feuchte, kalte Lokalklima
zurickzufihren ist.

Auch aus anderen Untersuchungen wird von Problemen bei der Probengewinnung aufgrund
unglinstiger Witterung berichtet (Anonymus 2016a, 2018, 2019, Friemel 2013). Dabei kénnen
Schneelagen bei zu friihem oder Bodenvegetation und die Aktivitdt koprophager Insekten (Friemel
2013) bei zu spatem Sammeltermin zu einer geringeren Anzahl an Funden fiihren. Regen, direkte
Sonnenstrahlung oder hohe Temperaturen lben negativen Einfluss auf die Menge und Qualitat der
Wirts-DNA in den gesammelten Proben aus. Fir kiinftige Vorhaben sollte deshalb der Zeitraum der
Sammlung sehr flexibel gestaltet werden, um kurzfristig auf das Wetter reagieren zu kénnen.

Als Einschrankung bei der Ausbeute an Losungsfunden erwies sich die Sammlung entlang der Transekte
mit einem Abstand von 500 m. Dadurch wurde nur ein relativ kleiner Teil der Flache abgesucht. Fir
Untersuchungen vergleichbarer FlachengrofRe (Anonymus 20164, b, ¢, 2017, 2019, Graber et al. 2016)
sind wesentlich langere Laufstrecken der Sammler angegeben. Das wird entweder durch die
wiederholte Begehung der gleichen oder verschobener Transekte ber mehrere Tage erreicht (z.B.
Ebert 2011), was aber zu einer verstarkten Beunruhigung des Wildes flihren kann. Eine andere
Méglichkeit ist die Aufteilung des Untersuchungsgebietes in Teilflichen von z.B. 1 km?, die von jeweils
einer Person ohne vorgegebene Transekte so abgesucht werden, dass Bereiche mit hoherer
Fundwahrscheinlichkeit wie Dickungen, Freiflachen oder Wildwechsel auf jeden Fall mit erfasst werden
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(Anonymus 2016b, c). Das erhoht die Effektivitat der Erfassung und halt die Beunruhigung des Wildes
auf niedrigem Niveau, da jede Flache nur einmal aufgesucht wird.

Bei Anwendung dieser Methode wurde aus dem Projekt Rotwildkonzeption Nordschwarzwald tber ein
Vielfaches an Losungsfunden (zwischen 13.000 und 25.000) gegeniiber den in der vorliegenden
Untersuchung erfassten Zahlen berichtet (Anonymus 2017, 2018, 2019), was dort eine strikte Selektion
der Proben fir die Analyse ermdglichte, wahrend hier fast alle im Labor bearbeitet wurden. Die
Ergebnisse aus der Testsammlung im Herbst 2016 zeigen, dass die okulare Einschatzung der
Frischegrade und der Ausschluss als ,,alt“ angesprochener Proben den Anteil erfolgloser DNA-Analysen
und damit den Gesamt-Aufwand deutlich reduzieren kann.

6.1.2. Gewinnung der Gewebeproben

Die Gewebeproben zur Beschreibung der genetischen Struktur der Rotwildvorkommen im Erzgebirge
wurden im Rahmen des regularen Jagdbetriebes gewonnen. Die Anzahl der Proben pro Forstbezirk in
diesem Gebiet wurde vorgegeben, auf die Verteilung dagegen von Seiten des Projektes kaum Einfluss
genommen. Das Probenaufkommen ist daher wahrscheinlich nicht in vollem Umfang reprasentativ fiir
die Vorkommen. Durch die Angaben aus den Wildursprungsscheinen sind die Proben mit relativ vielen
Informationen verknipft.

6.1.3. Analysemethoden

Nach der Etablierung der Labormethoden wurde ein Set von 8 Mikrosatelliten-Markern und einem
geschlechtsspezifischen Marker Gibernommen. Es erwies sich als ausreichend variabel, um Multilocus-
Genotypen zu differenzieren und Wiederfunde des gleichen Genotyps zuzuordnen, wenn die DNA-
Qualitat ausreichend ist.

Da die Qualitat der extrahierten DNA bei der Kotgenotypisierung sehr unterschiedlich und oft nicht gut
ist, muss besonderes Augenmerk auf mogliche Genotypisierungsfehler gelegt werden (Valiere et al.
2007, Puechmaille & Petit 2007), die trotz aller Sorgfalt nicht vollig zu vermeiden sind. Um den
Aufwand im Labor in Grenzen zu halten, erfolgte in der vorliegenden Untersuchung eine Kombination
des Ausschlusses ungeeigneter Proben mit der mehrmaligen Analyse erfolgversprechender Proben
nach Puechmaille & Petit (2007). Die Entscheidung, zwei Proben dem gleichen Individuum zuzuordnen,
wurde nur dann getroffen, wenn beide Genotypen komplett identisch waren, oder an nur einem
Marker die Abweichung eines Allels vorlag, die durch Genotypisierungsfehler (Ausfall des zweiten
Allels, falsche Ansprache eines unspezifischen Peaks als Allel) entstanden sein konnten. Bei starkerer
Abweichung wurden die Proben als unterschiedliche Individuen betrachtet. Das fliihrt moglicherweise
zu einer Unterschitzung der Wiederfunde und folglich zu einer Uberschitzung der PopulationsgroRe
(Waits & Paetkau 2005).

In der vorliegenden Untersuchung war die Qualitat der aus dem Kot extrahierten DNA leider bei vielen
Proben nur maRig gut bis schlecht. Im Kapitel 6.1.1. sind Grinde genannt, die aus der Sammlung
resultieren. AuBerdem kam es im Projektverlauf zu einer Reihe gravierender technischer und
personeller Probleme im Labor, die die Probenbearbeitung verzégerten und zusatzliche
Wiederholungsanalysen erforderlich machten. Fir die Proben bzw. die extrahierte DNA fiihrte das zu
langeren Lagerzeiten und vor allem, durch die zusatzlichen Bearbeitungsschritte, zu haufigeren
Temperaturschwankungen. Dadurch verschlechterte sich die Qualitdit der DNA weiter, was im
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Endeffekt dazu flhrte, dass aus den Losungssammlungen im Friithjahr nicht genigend
Konsensusgenotypen bestimmt werden konnten.

Fir die Untersuchung der genetischen Strukturen aus Gewebe- und Haarproben wurden die gleichen
Marker verwendet. Da die technischen Probleme inzwischen beseitigt waren, gab es bei den
Laborarbeiten und der Bestimmung der Genotypen keine Probleme. Das Marker-Set hat sich auch fir
dieses Versuchsziel als geeignet erwiesen, obwohl aus der Literatur eine viel gréBere Anzahl von
Markern zur Verfligung steht (z.B. Kuehn et al. 1996, Meredith et al. 2005) und es eine grolRe Anzahl
von Untersuchungen gibt, in denen verschiedene und zum Teil sehr viele Marker verwendet worden
sind (Ubersicht in Zachos & Hartl 2011). Wihrend allgemeine Diversititsparameter tiber diese Studien
hinweg teilweise vergleichbar sind, ist ein direkter Vergleich genetischer Strukturen zwischen
konkreten Vorkommen nur méglich, wenn die gleichen Marker verwendet werden.

6.2. Genetische Auswertung

6.2.1. Fang-Wiederfang-Untersuchung

Die Verfahren zur Schatzung von Populationsgrofien mit Fang-Wiederfang-Methoden basieren auf der
Annahme, dass es sich um relativ abgeschlossene Populationen handelt. Dafiir wiirde im vorliegenden
Fall sprechen, dass es bei den Gewebeproben, die auRerhalb des Untersuchungsgebietes Barenfels
(Forstbezirke Neustadt und Marienberg) gesammelt wurden, keine Wiederfunde von Genotypen aus
der Kot-Untersuchung gab. Aus den sich sidlich angrenzenden tschechischen
Rotwildeinstandsgebieten lagen keine Gewebeproben vor.

Die Telemetriestudie der TU Dresden hat jedoch fir alle vier Untersuchungsgebiete eine
grenziibergreifende Raumnutzung in unterschiedlich hohem MaRe nachgewiesen. Die Ergebnisse der
Elternschaftsanalyse mit CERvUS lassen ebenfalls in einer Reihe von Fallen Familienstrukturen
vermuten, die Uber das Untersuchungsgebiet hinausreichen. Auch die Ergebnisse der STRUCTURE-
Analyse flihren zur Schlussfolgerung, dass es insbesondere zwischen den Forstbezirken Barenfels und
Marienberg keine Abgrenzung in der Rotwildpopulation gibt.

Dieser scheinbare Wiederspruch scheint eher nochmals darauf hinzuweisen, dass die Ergebnisse der
Kot-Genotypisierung die Rotwild-Population im Untersuchungsgebiet nicht im ausreichenden MaRe
abbilden und damit keine Grundlage fiir die vorgesehene PopulationsgroRenschatzung bieten,
insbesondere da sie von der Dynamik der ausgepragten saisonalen Raumnutzung tberlagert werden.
Dieser Einfluss wirkt umso starker, je kleiner die betrachtete Flache ist.

6.2.2. Genetische Struktur der Rotwildpopulation im Erzgebirge

Die Gewebeuntersuchung bezog sich auf den sachsischen Teil des Erzgebirges. Es ist aber zu beachten,
dass beiderseits der tschechisch-deutschen Grenze, die entlang des gesamten Erzgebirgs-Kammes
verlauft, Rotwild lebt. Die Beobachtung der besenderten Tiere (Teilbericht TU Dresden) zeigt, dass
grenziiberschreitende Kontakte regelmaRig erfolgen, so dass hier von genetischem Austausch in
groRerem Umfang auszugehen ist.

Die Ergebnisse der Gewebeuntersuchungen, insbesondere die Verschiebungen in den Haufigkeiten
einiger Allele, lassen darauf schlieRen, dass es sich bei den Rotwildvorkommen im (sachsischen)
Erzgebirge um eine Gesamtpopulation handelt, die sich aber relativ deutlich in zwei Teil-Populationen
gliedert. Wahrend in der Teil-Population Westerzgebirge (Proben aus den Forstbezirken Adorf,
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Eibenstock, Neudorf) keine weitere Strukturierung gefunden wurde, gibt es im Bereich Mittel- und
Osterzgebirge eine weitere Untergliederung. Die Teil-Population Neustadt unterscheidet sich etwas
starker von den Proben aus den Forstbezirken Marienberg und Barenfels, als diese voneinander. Das
Kollektiv Birenfels bildet nicht nur geografisch, sondern auch genetisch einen Ubergang zwischen den
Kollektiven Marienberg und Neustadt.

Die Veranderungen der Haufigkeiten einiger Allele zeigen, dass Genfluss Uber das ganze
Untersuchungsgebiet hinweg existiert. Daflr sprechen auch die Parameter der genetischen Variation.
Die verwendeten Marker weisen mit insgesamt 6 bis 26 Allelen eine vergleichsweise hohe Variabilitat
auf. In den Diversitatsparametern zeigt sich, dass die Variabilitat in allen Teil-Populationen hoch ist.
Die erwartete Heterozygotie H. liegt in allen vier Teil-Populationen deutlich Gber 80 %, und auch die
beobachtete Heterozygotie H, erreicht Werte (iber 76 %. Der Fixierungsindex F deutet in der Teil-
Population Marienberg auf genetische Strukturen nahe dem genetischen Gleichgewicht hin, in den
anderen Teil-Populationen besteht ein leichtes Heterozygoten-Defizit, das im Westerzgebirge mit 5,8
% den hochsten Wert einnimmt. In vielen anderen Untersuchungen wird sowohl von deutlich
geringeren Heterozygotie- (H,) und Diversitatswerten (He), als auch von hoheren Werten des
Fixierungindex (Ubersicht in Zachos & Hartl 2011) berichtet, was aber teilweise ein Effekt der
unterschiedlichen Marker ist. In einer Untersuchung tschechischer Populationen betrugen die
durchschnittlichen Werte der beobachteten Heterozygotie ca. 60 % und die der erwarteten
Heterozygotie 71 %. Der durchschnittliche Fixierungsindex lag bei F=0,165 (Krojerova et al. 2015). Als
Ursache wird der Wahlund-Effekt vermutet (Krojerova et al. 2015, Zachos et al. 2016), der durch
genetische Drift als Folge von reduziertem genetischem Austausch, z.B. aufgrund von lIsolation
entstehen kann. Bei Betrachtung der einzelnen Marker zeigt sich aber, dass viele mit sehr hohen Null-
Allel-Wahrscheinlichkeiten behaftet sind, was ebenfalls zu geringen Heterozygotiewerten fihren kann.
Der einzige in beiden Untersuchungen (der vorliegenden Studie und in Krojerova et al. 2015)
analysierte Marker IDVGAS5 zeigt vergleichbare Ergebnisse und hier wie da keine Abweichungen vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

In Untersuchungen der Mitochondrien-DNA, mit deren Hilfe groRraumige Variation beschrieben
werden kann, die sich aus den Refugien der letzten Eiszeit und der nachfolgenden Wiederausbreitung
entwickelt hat (Ludt et al. 2004), sind drei tschechische Populationen (aus Sidbéhmen, Siid- und
Nordmahren) der 6stlichen Linie C aus dem Balkanrefugium (Skog et al. 2009) und eine nicht ndher
bezeichnete ostsdchsische Population der westlichen Linie A mit einem Refugium auf der iberischen
Halbinsel (Niedziatkowska et al. 2011) zugeordnet worden. Kontaktbereiche, in denen Muster aus
beiden Linien vertreten sind, wurden zunachst in Italien (Piemont, Skog et al. 2009) und in Mittelpolen,
Litauen und WeilRrussland (Niedziatkowska et al. 2011) gefunden, spater auch im Bayrischen und
Bohmerwald (Fickel et al. 2012, Krojerova et al. 2015) sowie in einer Population in Mittelb6hmen
(Krojerova et al. 2015). Fir die litauischen und weiBrussischen Populationen vermuten Niedziatkowska
et al. (2011) eine Ursache in der Uberlagerung der natiirlichen Ausbreitung mit der antropogen durch
den Transfer von Rotwild verbrachten Grinderpopulationen, besonders der Linie A. Mehrere
Publikationen, die die groBraumigen Studien auf regionaler Ebene untersetzen, weisen auf den relativ
geringen Umfang der Uberlappung und/oder Vermischung beider Linien hin. Das bedeutet, dass die
Linien, obwohl es keine natirlichen Reproduktionsbarrieren gibt, iber sehr lange Zeitrdume
nebeneinander existierten.
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Die Existenz der beiden nacheiszeitlichen Linien und einer Kontaktzone zwischen ihnen lasst sich auch
mit Mikrosatelliten-Markern nachvollziehen (Krojerova et al. 2015, Zachos et al. 2016), wobei hier die
Abgrenzung weniger scharf verlauft. Das liegt zum einen an der Vererbung der Mikrosatelliten-Marker
Uber beide Eltern (im Gegensatz zu den mtDNA-Markern, die nur mitterlich vererbt werden), und zum
zweiten an ihrer sehr groRen Variabilitdt. Krojerova et al. (2015) vermuten Paarungspraferenzen als
Ursache fir die Erhaltung der unterschiedlichen genetischen Linien tiber viele Jahrtausende.

Die oben erwahnte ostsdchsische Population weist in den mtDNA-Analysen ausschlieRlich einen
Haplotyp der westlichen Linie A auf, der ansonsten in Mischung mit anderen Typen in Vorkommen in
Mecklenburg sowie in Mittel- und Nordostpolen gefunden wurde (Niedziatkowska et al. 2011). Mit den
Mikrosatelliten-Daten clustert sie bei drei vorgegebenen Gruppen lberwiegend zu der Gruppe, die der
westlichen Linie A entspricht, mit einem geringen Anteil der Gruppe, die eher zur Linie C passt. Bei der
Annahme von 26 genetischen Populationen in Europa gruppiert sich die ostsachsische Population
haupséachlich mit den mecklenburgischen, mittel- und ostpolnischen Vorkommen, aber auch mit einem
geringen Anteil einer Gruppe, die eher zur 8stlichen Linie zuzuordnen ist (Zachos et al. 2016). Ahnlich
verhalt es sich mit einer Population (27 Proben) aus dem tschechischen Erzgebirge, von der mit beiden
Marker-Arten ein grofRer Anteil von Individuen eindeutig der westlichen Linie A und ein kleiner Teil der
Ostlichen Linie C zugeordnet wird. Die Ergebnisse der Mikrosatelliten-Analysen lassen dartiber hinaus
auf Individuen schliefen, die unterschiedliche Anteile beider Linien in ihrem Erbgut vereinigen
(Krojerova et al. 2015).

Flr das sachsische Erzgebirge liegen noch keine mtDNA-Ergebnisse vor. Aus den bisher bekannten
Informationen ist aber abzuleiten, dass die beiden Linien moéglicherweise im Norden der Tschechischen
Republik oder in Sachsen zusammentreffen oder sich Uberschneiden. Fir das Ergebnis der
vorliegenden Untersuchung, dass es trotz nachweisbarem Genfluss relativ deutlich abgrenzbare Teil-
Populationen gibt, konnte darin eine Erklarung liegen. Genauere Untersuchungen beiderseits der
Grenze konnten kléren, ob und wie in diesem Bereich die Kontaktzone zwischen den Linien A und C
verlduft und damit zum besseren Verstandnis der postglazialen Verbreitungshistorie des Rothirsches
in Sachsen beitragen.

Neben der Betrachtung der regionalen genetischen Variation spielen bei der Entwicklung von
Managementkonzepten auch die Strukturen und das Verhalten von Individuen und Familienverbdnden
eine  wichtige Rolle. Mit Hilfe von Elternschaftsanalysen wurden aufler den
Verwandtschaftsverhaltnissen telemetrierter Tiere auch Vermutungen zu bestehenden Mutter-Kind-
Beziehungen Uberprift und in 12 von 16 Fallen bestétigt, in denen Alttier und Kalb gleichzeitig erlegt
wurden. In den restlichen vier Fallen kommen unterschiedliche Ursachen in Betracht, die von
ungenauen Angaben (Ort oder Zeit) im Wildursprungsschein bis hin zur Erlegung des Alttiers am
folgenden Morgen reichen. Letztlich unterstreicht das Ergebnis, dass es sich bei der Bejagung der
Zuwachstrager um einen sehr sensiblen Bereich handelt, Giber den noch relativ wenige Daten vorliegen
(Hettich & Hohmann 2018) und der deshalb sehr anfillig fiir Spekulationen ist.

Fir 69 von 351 potentiellen Nachkommen aus den Gewebeproben wurden wahrscheinlichste Miitter
ohne Mismatch geschatzt, allerdings meist mit relativ geringer Sicherheit unter 80 %. Die Referenz der
besenderten Nachkommen von bekannten Miittern ergab eine Erfolgsrate von 5:6 richtig erkannten
Miittern. Ubertragen auf die Analyse der Nachkommen mit unbekannten Miittern kdnnte in 57 Fillen
die wahrscheinlichste Mutter auch die richtige Mutter sein. Andererseits wurde selbst zu den als sehr
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sicher ermittelten Mutter-Kind-Paaren kein wahrscheinlichster Vater gefunden. Es ist zu vermuten,
dass sich mit einer groRBeren Zahl an Mikrosatelliten-Markern die Sicherheit der Aussagen zu
Familienstrukturen im engeren Sinne verbessern liel3e.

Die Elternschaftsanalysen wurden durchgefiihrt, um einen Eindruck von den Verwandtschaften in der
Population zu erhalten. Im besten Fall kdnnten dabei Informationen liber das Wanderungsverhalten
gewonnen werden, die die punktuellen Erkenntnisse aus der Telemetrie erganzen und untersetzen.
Darliber hinaus haben Miller et al. (2020) ein Verfahren vorgestellt, aus den Verwandtschaften
zwischen den erlegten Tieren die PopulationsgroRe zu schatzen. Damit ware es moglich, basierend auf
Mikrosatellitendaten aus Gewebeproben z. B. des in einem Jahr erlegten Teils einer Population und
deren individuellen Daten die Anzahl von Eltern-Nachkommen-Paaren in dieser Stichprobe zu
schatzen. Unter der Annahme, dass sich die Wahrscheinlichkeit, ein Individuum und einen oder beide
Elternteile in der gleichen Stichprobe zu erfassen, umgekehrt proportional zur PopulationsgrofRe
verhalt, kdnnte dann auf die GroRRe der Population geschlossen werden. Die Stichprobe sollte dabei
nicht zu klein sein und nicht aus stark selektiver Jagd stammen. Auf diese Weise kénnten fir kinftige
Schatzungen der Populationsgrofle die ohnehin anfallenden Gewebeproben mit besserer DNA-
Qualitat anstatt der aufwdndigen und mit groBen Risiken behafteten Kotgenotypisierung genutzt
werden.

7. SCHLUSSFOLGERUNGEN

Das Hauptziel des Teilprojektes Genetik bestand in der PopulationsgroRenschatzung fiir das
Untersuchungsgebiet Barenfels auf der Grundlage von Kotgenotypisierung. Obwohl die Ergebnisse
zum Teil die Eignung des Verfahrens bestdtigen, konnte dieses Ziel aufgrund einer Reihe von
Widrigkeiten bei der Probengewinnung und der Analyse nicht erreicht werden. Fiir kiinftige Vorhaben
sollte die Probenahme und Analyse aufgrund der hier vorliegenden Erfahrungen flexibler gestaltet und
- soweit moglich - noch mehr versucht werden, bei geeigneter Witterung gréBere Probenzahlen zu
gewinnen und vorrangig die frischsten Proben moglichst zligig im Labor zu untersuchen. Allerdings
bleibt das Verfahren auch bei sorgfaltigster Planung sehr aufwandig und mit Risiken behaftet. Deshalb
kénnte alternativ das von Miller et al. (2020) vorgeschlagene Verfahren zur
PopulationsgroRenschatzung auf der Grundlage von Verwandtschaftsanalysen an Gewebeproben
getestet werden.

Die Rotwild-Population im sdchsischen Erzgebirge lasst sich in vier mehr oder weniger deutlich
voneinander differenzierte Teil-Populationen gliedern, wobei sich die Teil-Population Westerzgebirge
am deutlichsten von den drei anderen unterscheidet. Die genetischen Strukturen sind durch relativ
hohe genetische Variation gekennzeichnet. Es gibt genetischen Austausch zwischen den Teil-
Populationen und kaum Anzeichen fiir Inzucht, was auf eine intakte, genetisch anpassungsfihige
Population schlieBen lasst. Eine sicherere Aussage dazu wére bei Betrachtung der Rotwildpopulation
im Erzgebirge als Ganzes und anderer sachsischer Rotwildvorkommen zu erwarten. Dabei lieRe sich
unter Einbeziehung der Mitochondrien-DNA-Marker auch die Frage untersuchen, ob sich hier eine
Kontaktzone zwischen den Linien der postglazialen Ausbreitung bestatigt.
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Die vorliegenden Ergebnisse bilden eine Momentaufnahme. Erkenntnisse zur Frage, ob der aktuelle
Stand der Differenzierung eher Teil einer Divergenz- oder Konvergenz-Entwicklung ist, erfordern
langfristige Beobachtungen populationsgenetischer Verdanderungen, z.B. durch genetisches
Monitoring.

Die in der vorliegenden Untersuchung ermittelten Teil-Populationen sollten bei der Entwicklung von
Management-Planen berlicksichtigt werden.
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