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Wink M (Heidelberg, Deutschland):

Chancen des Next Generation Sequencing (NGS) fiir die ornithologische Forschung

£<0 Michael Wink, Institut fiir Pharmazie und Molekulare Biotechnologie, INF 364, 69120 Heidelberg;

E-Mail: wink@uni-hd.de

Der Fortschritt in der biologischen Forschung hiangt
nicht nur von neuen Konzepten sondern haufig auch
von neuen Methoden ab. Seit einigen Jahren wurden
die Verfahren der DNA-Sequenzierung durch die Ent-
wicklung des Next Generation Sequencing (NGS) re-
volutioniert (Marx, 2013). Unter den NGS-Verfahren
werden heute im Wesentlichen zwei Technologien ein-
gesetzt: 1. Pyrosequenzierung mit der 454-Technologie
und 2. Direktsequenzierung im Illumina-Verfahren.
Von Interesse sind auch das ,,Jon semiconductor sequen-
cing® (Ion Torrent) und ,,Single molecule real time se-
quencing” (PacBio).

Der Vorteil von 454-Sequenzierung liegt darin, dass
relativlange Sequenzen (500 Basen) gelesen werden. In
der Illumina-Sequenzierung liegen die Leseldngen bei
nur 50 bis 150 Basen, so dass man Gene durch iiberlap-
pende Sequenzen oder Referenzgene zu sogenannten
Contigs zusammenfiigen muss. Der Vorteil des Illumi-
na-Verfahrens liegt aber darin, dass bis zu 3 Milliarden
Sequenzen in einem Lauf gewonnen werden, wihrend
bei 454-Sequenzlaufen ,,nur 1,5 Millionen Sequenzen/
Lauf generiert werden. Man kann in beiden Verfahren
mehrere Proben gleichzeitig sequenzieren, wenn man
die Einzelproben vorher durch spezifische Sequenzmar-
kierungen (,,tags“) kennzeichnet.

NGS eignet sich zur Komplettsequenzierung von Ge-
nomen, Exomen und Transcriptomen, auch von Arten,

Tab. 1: Vergleich der aktuellen NGS-Verfahren

die bislang noch nicht sequenziert wurden (non-model
species, wie z.B. die meisten Vogelarten). Die Heraus-
forderung von NGS liegt in der bioinformatorischen
Verarbeitung der immensen Mengen an Rohdaten und
deren Interpretation.

Aus Genomdaten kann man DNA-Sequenzen mit
Mikrosatelliten-Elementen oder mit single-nucleotide
polymorphisms (SNP) ermitteln. Solche Information ist
wichtig, wenn man hochauflosende DNA-Markersy-
steme fiir Populationsgenetik, Phylogeographie oder
Paternititsbestimmungen entwickeln méchte (Storch
et al,, 2013). Auf Genauigkeit kommt es auflerdem an,
wenn Gensequenzen unmittelbar fiir Stammbaumre-
konstruktionen (Phylogenie) eingesetzt werden sollen.
Denn jeder Sequenzier- und Alignmentfehler wirkt sich
gravierend aus. Hier sind Genauigkeit und Qualitits-
kontrolle gefragt.

NGS spielt zunehmend eine Rolle bei der Klarung
physiologischer Fragen, z. B. welche Gene einen spezi-
fischen Zustand oder Verhaltensweise steuern. Dazu
priift man durch Transkriptionsanalysen, welche Gene
in einem speziellen Kontext aktiv sind. Bei Transkrip-
tionsanalysen wird die Gesamt-RNA aus einem Gewe-
be isoliert und zur Herstellung der cDNA eingesetzt,
die dann meist mittels 454- oder Ion Torrent-Gerite
sequenziert wird (RNA-seq), wenn man eine Referenz-
transkriptom erstellen mochte. Die Vergleichsanalysen

Parameter Sanger-Sequencing Pyro- . Mumina Ion Torrent SMRT
sequencing PacBio

Leseldnge 400-1200 700 50-200 400 5000-22000

Genauigkeit 99,9% 99,9% 98% 98% 99,99%

i:ll‘flenzen/ 1-96 1,5 Millionen bis 3 Milliarden | 80 Millionen 50000

Zeit/Lauf bis 3 h 24h 1-10d 2h 30-120 min

Kosten pro

Million Basen ($) 2400 10 0.1 ! L5

Vorteile Linge der Reads Lange Reads, Groﬁe quuenz- Lénge der Reads Grofite Leselan-
schnell information ge
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verschiedener Organe oder Behandlungen wird dagegen
eher mit einem HighSeq2500 durchgefiihrt, da es hier
auf hohe Sequenzausbeute ankommt. Die erhaltenen
Sequenzen werden tiber das Referenztranskriptom zu
Contigs zusammengesetzt und durch Genbankvergleich
die Identitat der Gene ermittelt. Die Menge an Tran-
skripten spiegelt sich in der Anzahl der erhaltenen Se-
quenzen wider. Differenziell reguliert Gene miissen
dann genauer {iber Real-time PCR quantitativ ausge-
wertet werden.
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Schon heute kann man erkennen, das NGS auch in der
Ornithologie viele Anwendungsmaoglichkeiten hat, von
denen aber erst wenige realisiert wurden. Die groflen
Kosten und die Komplexitit der Datenauswertung stellen
noch Eintrittsschranken dar, die es zu tiberwinden gilt.
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Erste morphologische und molekulare Untersuchungen zur phylogenetischen Stellung des

Griinkopfchens Agapornis swindernianus
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Lebensweise, Verhalten und Morphologie sind fiir acht
der insgesamt neun rezenten Arten der Unzertrennli-
chen (Agapornis) gut untersucht. Hypothesen iiber ihre
phylogenetischen Beziehungen untereinander basieren
neben Gefiedermerkmalen vor allem auf ethologischen
Merkmalen (Nestbauverhalten) (Moreau 1948, Dilger
1960). Eine iiberzeugende systematische Einordnung
des Griinkopfchens (Agapornis swindernianus), das sich
in einer Reihe von Gefiedermerkmalen, aber auch in
seiner Habitatwahl und Ernédhrungsweise deutlich von
anderen Agapornis- Arten unterscheidet, wurde bislang
vor allem dadurch erschwert, dass nichts iiber sein Nest-
bau- und Brutverhalten in Erfahrung gebracht werden
konnte. Bei auf DNA-Sequenzen beruhenden Hypothe-
sen zur Phylogenie der Unzertrennlichen und anderer
Papageien blieb das Griink6pfchen bislang unberiick-
sichtigt (Eberhard 1998, Schweizer et al. 2010, 2011,
Kundu et al. 2012). Von verschiedenen Autoren wurde
A. swindernianus entweder in die Verwandtschaft von
Graukopfchen (A. canus), Orangekopfchen (A. pullari-
us) und Tarantapapagei (A. taranta) gestellt (Moreau
1948), oder als naher Verwandter des Rosenkopfchens
(A. roseicollis) und der sogenannten A. personatus-
Gruppe angesehen (Dilger 1960). Wir prasentieren die
erste vergleichend morphologische Analyse verschie-
dener Schiddelmerkmale sowie die erste molekulare

Analyse (Cytochrom b Sequenzen), fiir die alle neun
Agapornis-Arten beriicksichtigt werden konnten, und
die A. swindernianus als Schwestertaxon zu allen {ib-
rigen Agapornis- Arten ausweisen. Diese neue Hypothe-
se lasst neue Schlussfolgerungen tiber das urspriingliche
Habitat und die frithe Ausbreitungsgeschichte der Un-
zertrennlichen in Afrika zu.
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Warum nutzen Vogel Viehdung zum Nestbau? Eine Studie an der Mohrenlerche Melanocorypha

yeltoniensis in Kasachstan
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Viele Vogelarten nutzen Tierdung zum Nestbau, doch
die okologischen Griinde und evolutionéren Vorteile
dieses Verhaltens sind weitgehend unbekannt. Weni-
ge Hypothesen sind in der Vergangenheit getestet
worden: Bei Weif3storchen wurde nachgewiesen, dass
Viehdung als Isoliermaterial die Kiikensterblichkeit in
kalten und nassen Perioden senkt, und fiir Kaninchen-
kauze Athene cunicularia gibt es Hinweise, dass in
Brutrohren eingetragener Viehdung Dungkifer an-
zieht und damit die Nahrungsgrundlage in Nestnédhe
verbessert.

Weibliche Mohrenlerchen verwenden in der kasachi-
schen Steppe Viehdung in groflem Umfang zum Nest-

e Poster

bau: die Nester werden mit einem Wall aus bis zu tiber
hundert, mithsam im Schnabel herangeschleppten Kuh-
und Pferdedungstiicken umgeben, oft wird eine Seite
des Nestes regelrecht ,, gepflastert® Die Griinde fiir die-
ses Verhalten sind unbekannt.

Wir testeten im Frithjahr 2013 mehrere Hypothesen in
semi-experimentellen Ansitzen im Gelande und unter-
suchten unter anderem, ob der Viehdung isolierend
wirkt, Pradatoren abschreckt oder Viehtritt verhindert.
In unserem Vortrag werden wir erste Ergebnisse der
Studie prasentieren, und dariiber hinaus einen Uber-
blick {iber die aktuelle Bestandssituation und die Oko-
logie dieser enigmatischen Steppenart geben.

Esefeld J, Kopp M, Lisovski S & Peter H-U (Jena, Melbourne/Australien):

Geschlechtsunterschiede in Morphologie und Verhalten als Indikator fiir die Evolution von

reversem Sexualdimorphismus bei Skuas

B Jan Esefeld, Institut fir Okologie, Dornburger Str. 159, 07743 Jena; E-mail: jan.esefeld@uni-jena.de

Reverser Sexualdimorphismus (RSD), also grofiere
Weibchen als Minnchen, ist ein Phinomen, das sich in
verschiedenen Vogelgruppen findet. Neben Arten mit
vertauschten Geschlechterrollen sind vor allem raube-
risch lebende Végel betroffen. Uber die evolutive Ursa-
che des Dimorphismus bei letzteren herrscht jedoch bis
heute grof3e Unsicherheit. Wahrscheinlich handelt es
sich um eine konvergente Evolution bei allen rdube-
rischen Taxa. Sicher scheint, dass ein Zusammenhang
zum Verhalten wahrend der Brutzeit bestehen muss,
um einen intersexuell unterschiedlichen Selektions-
druck auf die Kérpergrofie zu erzeugen.

Auch Skuas besitzen einen reversen Sexualdimorphis-
mus. Wie die bereits gut erforschten Greifvogel leben
sie territorial und réuberisch, sind jedoch nicht néher
mit jhnen verwandt und besiedeln vollig andere Habi-
tate. Das macht sie zu idealen Vergleichsobjekten bei
der Suche nach den Ursachen des RSD.

In dieser Studie wurden Braune Skua (Stercorarius an-
tarcticus lonnbergi) und Siidpolarskua (Stercorarius

maccormicki), die sympatrisch auf King George Island,
Antarktis vorkommen, untersucht. Zusitzlich gibt es
im Untersuchungsgebiet noch gemischte, artiibergrei-
fende Paare. Dies eroffnet die Moglichkeit Dimorphis-
mus und intersexuelle Unterschiede im Verhalten an
drei verschiedenen Paartypen zu studieren. Zur Quan-
tifizierung des Dimorphismus wurden gefangene Ex-
emplare vermessen. Der intersexuelle Gréflenunter-
schied war klein bei Braunen Skua Paaren und am
grofiten bei gemischten Paaren. Eine Korrelation zwi-
schen der Grof3e jeweiliger Partner bestand nicht. Es
bestehen aber Grofienunterschiede, zwischen gleichar-
tigen Individuen aus reinen und gemischten Paaren.

GPS-Tracking wurde verwendet, um das Nahrungs-
suchverhalten zu dokumentieren. Hierbei zeigte sich
eine ausgeglichene Aufteilung bei Braunen Skua-Paaren,
wihrend bei Stidpolarskuas und insbesondere gemisch-
ten Paaren die Mannchen verstédrkt auf Beutefang gehen.
Dementsprechend wiesen Nestbesuche eine hiufigere
Anwesenheit und Gelegebebriitung der Weibchen bei
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diesen Paaren nach. Méannchen verteidigten das Nest
tendenziell intensiver gegen menschliche Besucher, wo-
hingegen bei der Verteidigung gegen andere Skuas kein
einheitliches Muster zu finden war, wie Beobachtungen
zeigten.

Aus den gefundenen Ergebnissen lasst sich darauf
schlieflen, dass die Stirke der Partnerrollenbildung mit
dem Groflenunterschied der Paartypen zunimmt. Wei-
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terhin schlieSt das Verteidigungsverhalten die RSD-
Hypothese eines Wachstums des Weibchens zur besse-
ren Nestverteidigung aus. Dagegen sind energetische
oder taktische Vorteile eines kleinen Mannchens bei
der Nahrungssuche gut moglich. Jedoch deuten mor-
phologische Besonderheiten der gemischten Paare auch
eine gewisse Rolle von Konkurrenz der Weibchen um
hochwertige Mannchen an.

Albrecht F, Rusche M, Rudolfsen G, Kleven O & Schmoll T (Bielefeld, Tromsa/Norwegen, Trondheim/

Norwegen):

Wie beeinflusst Umgebungsviskositit die Spermien-Schwimmgeschwindigkeit bei Singvogeln

mit Fremdvaterschaften?

0«0 Frederik Albrecht, Abteilung fiir Evolutionsbiologie, Universitat Bielefeld; E-Mail: frederik.albrecht@uni-bielefeld.de

Trotz sozialer Monogamie kommt es bei vielen Singvo-
gelarten vor, dass sich Weibchen auch mit Médnnchen
paaren, die nicht ihr sozialer Partner sind. Daraus re-
sultieren Bruten mit gemischten Vaterschaften und
erhohte postkopulatorische Konkurrenz um Befruch-
tungserfolg unter den Ménnchen. Um die Auswir-
kungen dieser starken intrasexuellen Selektion auf die
Spermienmerkmale der Minnchen zu untersuchen,
greifen wir auf Kohl- und Blaumeisenpopulationen
(Parus major und Cyanistes caeruleus) als Modellorga-
nismen fiir Fremdvaterschaften bei Singvogeln zuriick.
Die Variation von Spermienmerkmalen und ihr Einfluss
auf den Befruchtungserfolg sind von grofiem Interesse,
wobei der Schwimmgeschwindigkeit besondere Auf-
merksambkeit zukommt. Diese wurde bisher bei diversen
Vogelarten, bei denen es zu Fremdvaterschaften kommt,
untersucht. In vorangegangenen Studien wurde das

Tietze DT & Frohlich J (Frankfurt am Main, Mainz):

Stammbaum deutscher Vogelarten

Verhalten der Spermien allerdings stets in einem Stan-
dard-Zellndhrmedium beobachtet. Ob die dabei impli-
zierte Annahme zutriftt, dass das beobachtete Spermi-
enverhalten auch fiir die natiirlichen Gegebenheiten im
weiblichen Genitaltrakt giiltig ist, ist jedoch fraglich.
Als ein Faktor, der sich in Standardmedium und weib-
lichem Genitaltrakt wahrscheinlich unterscheidet, be-
trachten wir hier die Viskositiat des Mediums, welche
die Schwimmgeschwindigkeit der Spermien entschei-
dend beeinflussen kann. Wir analysieren in diesem
Posterbeitrag die Schwimmgeschwindigkeit der Spermi-
en in unterschiedlich viskosen Umgebungsmedien per
Computeranalyse (Computer-Assisted Sperm Analysis,
CASA). Dadurch kénnen wir auch Riickschliisse auf eine
moglicherweise unterschiedliche Reaktion der Schwimm-
geschwindigkeit der Spermien bei variierender Viskosi-
tét fiir die beiden untersuchten Arten ziehen.

B Dieter Thomas Tietze, Institut fiir Okologie, Evolution und Diversitit, Goethe-Universitat, Max-von-Laue-Strafle 13,
D-60439 Frankfurt am Main; E-Mail: mail@dieterthomastietze.de

Die verwandtschaftlichen Verhaltnisse zwischen betrach-
teten Vogelarten zu kennen, ist von fundamentaler Be-
deutung. Auch 6kologische Studien miissen zunehmend
den Verwandtschaftsgrad zwischen den untersuchten
Arten beriicksichtigen. In den letzten zwei Jahrzehnten
hat insbesondere die Anwendung molekularbiologischer
Methoden zu einem erheblichen Wissenszuwachs in
diesem Bereich gefithrt. Dennoch sind wir noch weit

davon entfernt, jede der ca. 10 000 Vogelarten exakt auf
dem Baum des Lebens platzieren zu konnen. Hackett et
al. (2008) haben schon vor fiinf Jahren wenigstens fiir die
Grofigruppen Verwandtschaftsbeziehungen basierend
auf Tausenden Erbgutbuchstaben rekonstruiert (Riick-
gratstammbaum), die weitgehend anerkannt wurden. Im
vergangenen Jahr stellten Jetz et al. (2012) die weltweite
Vielfalt der Vogel in Raum und Zeit dar und postulierten
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dazu Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen allen 9993
von ihnen anerkannten Arten. Dazu fiigten sie die Arten
basierend auf vorhandenen Sequenzdaten (fiir 6663 in
der GenBank abrufbar) und traditioneller taxonomischer
Stellung in einen Riickgratstammbaum ein. Diese Anni-
herung an die tatsdchliche Phylogenie aller Vogelarten
wurde nicht nur von Molekularsystematikern kritisiert.
Im Jahr 2005 erschien die neue offizielle ,, Artenliste der
Vogel Deutschlands® (Barthel & Helbig 2005), erarbei-
tet von einer Kommission der Deutschen Ornithologen-
Gesellschaft und der Deutschen Seltenheitenkommis-
sion. Threm Stand von Systematik, Taxonomie und
avifaunistischer Information folgten viele weitere Pu-
blikationen, nicht zuletzt die Neuauflage des Kompen-
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diums der Vogel Mitteleuropas. Nach fast zehn Jahren
intensiver molekularsystematischer Studien, die nicht
nur Verwandtschaftsverhaltnisse neu bewertet, sondern
auch Artaufspaltungen (,,splits“) und -zusammenfiih-
rungen (,lumps®) zur Folge hatten, bedarf die Liste
heimischer Vogelarten einer Revision, damit Reihen-
folge, Gliederung und Benennung der Arten dem ak-
tuellen Kenntnisstand entsprechen. Um dafiir eine
Diskussionsgrundlage zu schaffen, haben wir die Jetz-
Phylogenie (http://birdtree.org) auf die Arten der
Deutschlandliste reduziert (aus Platzgriinden in Abb. 1
nur auf Familienniveau wiedergegeben). Wir fragten,
ob einzelne Linien auf diesem Gesamtbaum so repr-
sentiert werden wie in den Originalstammbaumrekon-
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Abb. 1: Verwandtschaftsverhiltnisse der in Deutschland nachgewiesenen Vogelfamilien nach Hackett et al. (2008) und Jetz

etal. (2012).
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struktionen, und damit, ob diese Globalphylogenie fiir
regionale Fragestellungen geeignet ist.

Unser von der Globalphylogenie abgeleiteter Stamm-
baum wies zahlreiche nicht aufgeloste Verzweigungen
auf. Dies ist vor allem auf eine schwache Datenbasis zu-
rickzufithren: Je Art wurden nur 3,8+1,9 genetische
Marker zugrunde gelegt. Nicht einberechnet sind hierbei
einige willkiirlich platzierte Arten, fiir die keine Sequen-
zinformation verwendet worden war. Dariiber hinaus
fehlten 16 Arten der Deutschlandliste in der Globalphy-
logenie.

Anhand von drei Beispielen zeigten wir, dass die Topo-
logie teilweise inkorrekt ist: Bei den Mowen waren nur
fiinf Artenpaare so einander zugeordnet wie bei Stern-
kopf (2011). Auch bei den von mehreren unabhéngigen
Forschungsgruppen untersuchten Laubsdngern stimm-
ten nur drei Artenpaare mit denen von Pickert et al.
(2012) iiberein. In der Familie der Meisen wurde gar die
Sumpfmeise aus der Ndhe der Weidenmeise gerissen und
zur Schwester der Kohlmeise gemacht, obwohl fiir letz-
tere neun und erstere vier Sequenzen beriicksichtigt
wurden (vgl. Tietze & Borthakur 2012, die ihre plausible
Meisen-Phylogenie ebenfalls iberwiegend mittels vor-
handener GenBank-Sequenzen rekonstruierten). Einige
Tagungsbesucher nutzten die Moglichkeit des interak-
tiven Posters und markierten weitere ,,Fehler®, basierend
auf eigener Erfahrung mit entsprechenden Taxa.

Fazit: Die Globalphylogenie mag — auch auf regionale
Maf3stabe heruntergebrochen - bedingt fiir makrooko-
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logische Fragestellungen geeignet sein, zur Revision der
Deutschlandliste kann sie nicht sehr hilfreich beitragen.
Wir konnten aber Wissensliicken aufzeigen, die Vogel-
systematiker im deutschsprachigen Raum leichter als
auswirtige Kollegen als Beitrag zum Baum des Lebens
schliefSen kénnten.
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