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Unter den Meeresvgeln ist der Sterntaucher Gavia stellata durch Habitatfragmentierung in
seinen Uberwinterungsgebieten im Zusammenhang mit dem Bau von Windparks gefahrdet.
Wir untersuchten die genetische Diversitat von insgesamt 50 Individuen anhand der Domane
Il der mitochondrialen Kontrollregion, um festzustellen, ob die in der deutschen Nord- und
Ostsee Uberwinternden Sterntaucher zu nur einer genetisch distinkten biogeographischen
Population gehoéren oder nicht. Die Domane Il erwies sich als wenig variabel mit niedriger
Nukleotid-Diversitat (n = 0,0011) und nur 4 unterschiedlichen Haplotypen, von denen die
beiden dominanten sich durch eine einzige Basen-Substitution unterschieden. Auch der zwi-
schenartliche Vergleich der Doméne Il zwischen G. stellata, G. immer und G. arctica (Stern-,
Eis- und Prachttaucher) zeigte, dass die hier amplifizierte Sequenz hoch konservativ ist und
sich riickblickend nicht eignet, um sinnvolle Schlisse Uber die genetische Diversitdt des Stern-
tauchers in diesem Zusammenhang zu zulassen.
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Einleitung

Der Sterntaucher Gavia stellata zahlt zu den marinen
Vogelarten, die am starksten durch die Errichtung
von Offshore-Windparks unter Habitatverlust leiden
(GARTHE & HupPoP 2004). Die Genehmigung zur Er-
richtung weiterer Windkraftanlagen auf See hangt
u. a. von dem Anteil der betroffenen Sterntaucher
an der jeweiligen biogeographischen Population
ab (DierscHkEe et al. 2003). Schatzungen des Win-
terbestands der nordwest-europdischen Population
des Sterntauchers liegen bei 150.000-450.000 In-
dividuen (WETLANDS INTERNATIONAL 2015). Die allein
in den deutschen Nordseegewassern tberwintern-
den Sterntaucher werden auf 16.500 Individuen
geschatzt (GARTHE et al. 2007), was ca. 4 bis 11 %
der nordwest-europaischen Population entspricht.
Jahrliche Monitoringuntersuchungen zeigen, dass
Aggregationen von Sterntauchern in den beiden

SPAs (Special Protection Area) , Ostliche Deutsche
Bucht” und , Pommersche Bucht” der deutschen
Nord- und Ostsee quantitativ und geographisch
stabil sind (GARTHE et al. 2012).

Um Erheblichkeitsschwellen fur die Genehmigung
weiterer Windparks festzulegen, ist es wichtig zu
wissen, ob die in der Nord- und Ostsee Uberwin-
ternden Sterntaucher zu nur einer genetisch dis-
tinkten biogeographischen Population gehoéren
oder ob es sich um Tiere aus mehreren biogeogra-
phischen Populationen handelt. Die hohe Brutort-
treue des Sterntauchers (OkiLL 1994, HEMMINGSON
& ERricssoN 2002) lasst vermuten, dass eine gewisse
genetische Differenzierung zwischen den Brutpo-
pulationen vorliegt und somit unterschiedliche Ge-
notypen auch in den Uberwinterungsgebieten zu
finden seien. Bisher fehlen dazu aber jegliche Un-
tersuchungen.
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Ringfunde lassen vermuten, dass die in der Nord-
und Ostsee Uberwinternden Sterntaucher Uber-
wiegend in den Taiga- und Tundra-Regionen nordlich
von 55° N in Skandinavien und Sibirien bruten. So
verteilen sich die Wiederfunde von Sterntauchern,
die in Schweden oder Finnland als Brut- oder Jung-
vogel beringt wurden, auf die Nordsee- und At-
lantikkUste zwischen Danemark und der Biskaya
(FRANSSON & PETTERSSON 2001, SAUROLA et al. 2013).
Auch in Litauen telemetrierte Sterntaucher sprechen
flr einen Zugweg Uber die Ostsee ins sibirische
Brutgebiet auf die Yamal-Halbinsel bzw. Kara-See
und einem Uberwinterungsgebiet in der Nord-
und Ostsee (http://www.movebank.org. Download
am 15.07.2015; Zvoeus et al. 2013). Jedoch gibt
es auch Belege fur Wiederfunde beringter Stern-
taucher aus Grénland und Island in der Nordsee
(WERNHAM et al. 2002, PeterseN 2008), obwohl
Ringfunde zeigen, dass die Mehrheit der islandischen
Brutvogel direkt an Islands Kusten Uberwintern
(PeTERSEN 2008). Eine gewisse Ortsnahe zum Brut-
gebiet zeichnet sich auch bei Uberwinternden
Sterntauchern aus Schottland ab (WEerNHAM et al.
2002, PeTERSEN 2008).

Wir untersuchen die Hypothese, dass sich Tiere
aus den verschiedenen Brutgebieten der nord-
west-europdischen Population des Sterntauchers
in der deutschen Nord- und Ostsee vermischen.
Das Ziel dieser Arbeit war es daher, mittels der
Analyse von DNA Sequenzen der mitochondrialen
Kontrollregion die genetische Diversitat des Stern-
tauchers zunéchst zu erfassen, um damit eine Ab-
schatzung der Herkunft des Winterbestands des
Sterntauchers in der deutschen Nord- und Ostsee
vorzunehmen. Eine Gefdhrdung der hier Uberwin-
ternden Sterntaucher durch Windkraftanlagen
kénnte sich bei einer Vermischung im Uberwinte-
rungsgebiet moglicherweise auf verschiedene Brut-
populationen auswirken.

Methoden

Gewebeproben (Leber-, Muskel-, Blut- oder Feder-
proben) von insgesamt 50 Individuen aus den fol-
genden 5 biogeographischen Gebieten wurden
analysiert (Tab. 1): Nordsee (n = 15), Ostsee (n = 16),
Island (n = 2), Litauen (n = 5) und Finnland (n = 12).
Der Umfang der Proben umfasste Funde von ins-
gesamt 35 Jahren (1979 bis 2014; siehe finnische
Proben) und war hinsichtlich der Geschlechterver-

teilung — soweit bekannt — von weiblichen Individuen
dominiert (22 Weibchen vs. 14 Mannchen). Indivi-
duen aus der Ostsee waren i. d. R. Stellnetzopfer,
wahrend Individuen aus der Nordsee i. d. R. tot
angeschwemmte Strandfunde darstellten. Individuen
aus Litauen waren lebende Tiere, die im Rahmen
einer Telemetrie-Studie gefangen wurden und
spater in der Karasee, Sibirien, briiteten (ZvpeLss et
al. 2013). Die Proben aus Finnland stammten ent-
weder aus Totfunden oder waren Federproben
von Nestlingen, die im Zuge von Beringungen im
Juli 2014 beprobt wurden.

DNA aus allen Gewebeproben wurde mithilfe des
Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit©, (Spin
Column Protokoll) laut Herstellerangaben extrahiert.
Lyophilisierte Blutproben von litauischen Proben
wurden vor der Lysis in ATL Puffer aufgeldst und
durch QlAshredder© zentrifugiert, um Blut-Ko-
agulate aufzutrennen. Federspitzen von Federproben
(ca. 0,5 cm von jeweils 1 bis 2 Flugfedern je Indivi-
duum) mit teils sichtbarem koaguliertem Blut
wurden mithilfe eines Skalpells abgetrennt und
der Schaft mehrfach aufgeschnitten. Um die DNA-
Ausbeute der Federproben zu erhéhen, wurden je
Probe 30 pl 1 M di-Thiothreiol (DTT) und 20 pl
(statt 10 pl) Proteinase zugesetzt, um neben Blut
auch Keratin aufzulésen. Die Inkubationszeit der
DNA-Lysis reichte von 2 bis 4 Stunden bei Leber-,
Muskel- und Blutproben und lag bei ca. 24 Stunden
bei Federproben.

Ein 496 bp-langer Abschnitt der mitochondrialen
(mt) Kontrollregion (die Primer einschlieBend) wurde
mithilfe der fUr den Eistaucher Gavia immer ent-
wickelten Primer MCR-F und MCR-R (BARTOLOME et
al. 2011) amplifiziert. Der Forward-Primer fuBt in
der F-Box am 5 -Anfang der Doméne Il und der
Reverse-Primer hinter der CSB1 (Conserved Sequence
Box 1) am 5 -Anfang der Domaéne lIl, sodass der
amplifizierte Abschnitt den GroBteil (95 %) der
Domane Il der Kontrollregion umfasst. Die Ampli-
fizierung erfolgte nach folgendem Temperaturprofil:
(@) Initiale Denaturierung bei 95 °C fur 5 min,
gefolgt von (b) 40 Zyklen Denaturierung bei 95 °C
far 15 s, Primer Annealing bei 50 °C fur 15 s und
Elongation bei 72 °C fur 1 min, und (c) einer ter-
minalen Elongation bei 72 °C fur 5 min. Nach In-
spektion der DNA-Banden in einem 1 % Agarose-
Gel wurden die Amplifikate auf einem Sanger Bio-
systems 3730x/DNA Analyzer sequenziert. Das Er-
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Tab. 1: Fundort, Fundjahr, Geschlecht, Beprobungsumstand und Geweberart der analysierten Sterntaucher. Abkdr-
zungen: M = Mannchen, F = Weibchen, UNK = Unbekannt, S = Strandfund, N = Stellnetzopfer, T = Lebendfang im
Rahmen einer Telemetrie-Studie, R = Lebendfang im Rahmen einer Kiiken-Beringung, W = in einem Zaun verheddert,
L = Leber, Mu = Muskel, B = Blut, F = Federn. — Red-throated Diver sampling location, sampling year, sex (M = male,
F = female, UNK = unknown), sampling circumstance (S = collected dead on the beach, N = drowned in fishing net,
T = captured alive for a telemetry study, UNK = unknown, R = captured alive as chick for a ringing scheme, W =
trapped in wire) and type of analysed tissue (L = liver, Mu = muscle, B = blood, F = feathers).

Nordsee NORO02 Blsum Stinteck 2010 F S L
North Sea NORO5 Sylt, Ellenbogen 2012 F S L
NOR09 Langeness 2007 F S L
NOR10 Sénke-Nissen-Koog 2009 F N L
NOR13 Sonke-Nissen-Koog 2012 M S L
NOR14 Amrum 2011 F S L
NOR16 Osewoldter Koog 2008 F S L
NOR17 Osewoldter Vorland 2008 M S L
NOR21 Dieksanderkoog 2005 F N L
NOR22 UNK 2012 UNK S L
NOR24 Wangerooge 2007 F S L
NOR25 Friedrichskoog 2007 F S L
NOR30 Hooge 2010 F S L
NOR33 Wangerooge 2007 F N L
NOR35 Eidersperrwerk 2007 F S L

Island ICEO1 Akar
Iceland ICEO2 Tradir

Finnland FINO1 li

Finland FINO2 Suomussalmi 1979 UNK UNK Mu
FINO3 Kajaani 1984 UNK N Mu
FINO4 li 1988 UNK N Mu
FINO5 Sotkamo 1989 UNK UNK Mu
FINO6 Suomussalmi 2001 F W Mu
FINO7 Kuhmo 1995 UNK N Mu
FINO8 Inari 2008 UNK UNK Mu
FINTO Savo 2014 UNK R F
FINT1 Savo 2014 UNK R F
FINT2 Savo 2014 UNK R F
FINT3 Savo 2014 UNK R F
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stellen von Consensus-Sequenzen und das
Alignment der Basensequenzen wurden mithilfe
von BioEdit©v7.2.5 durchgefihrt. Die statistische
Auswertung erfolgte mithilfe von DNAsp©v5.1,
und das Haplotyp-Netzwerk wurde mithilfe von
Network®© v4.6 erstellt. Konservative Gensequenzen
(‘boxes’) wurden optisch nach BueHLER & BAKER
(2003) UND BAKER & MARSHALL (1997) bestimmt.

Ergebnisse

In den insgesamt 50 analysierten Proben wurden
nur 4 unterschiedliche Haplotypen identifiziert (Tab.
2). Die beiden bei weitem dominanten Haplotypen
H1 und H2 unterschieden sich durch eine einzige
Basen-Substitution an der Position 472, die streng
genommen bereits in der Domane lll liegt. Die sel-
tenen Haplotypen H3 (Insertion an der Position
86) und H4 (Substitution an der Position 317)
stammten von je einem Individuum aus der Nordsee
bzw. aus Litauen. Die Nukleotid-Diversitat n war
niedrig (n =0,0011).

Das Haplotypen-Netzwerk zeigt, dass sich die
beiden haufigen Haplotypen H1 und H2 keiner
eindeutigen geographischen Region zuordnen
lassen (Abb. 1). Vielmehr sind diese Haplotypen in
etwa gleichmaBig auf die verschiedenen geogra-
phischen Regionen verteilt. Alle 4 Haplotypen sind
— wie aus Tab. 2 ersichtlich — durch eine einzige
Mutation voneinander getrennt.

Tab. 2: Sterntaucher Haplotypen der Domane Il der mt Kontrollregion. Die Nukleo-
tid-Position ist sowohl (a) relativ zum amplifizierten 496 bp langen DNA-Abschnitt
auf dem L-Strang als auch (b) relativ zur Referenzsequenz (Genebank Nummer
AY293618.1; Stack et al. 2006) angegeben. Der Haplotyp H1 ist identisch mit der
Referenzsequenz. n = Anzahl der Individuen. — Red-throated Diver haplotypes of
the Domain Il of the mt control region. Nucleotide positions are given both (a)
relative to the L-strand of the amplified 496 bp region and (b) relative to the refe-
rence sequence (Genebank accession numberAY293618.1, StAck et al. 2006). Ha-
plotyp H1 is identical with the reference sequence. n = sample size.

H2 28 . .
H3 1 . A
H4 1 . =

H3
B (stsee
I nordsee
Island
1 Finnland
B itayen
H4

Abb. 1: Sterntaucher Haplotypen-Netzwerk (median joi-
ning) der Haplotypen H1 bis H4 (s. Tab. 2) nach biogeo-
graphischer Region der Beprobungs- oder Fundstelle. —
Red-throated Diver haplotype network (median joining)
of haplotypes H1 to H4 (s. Tab. 2) according to the bio-
geographical region of sampling location.

Der zwischenartliche Vergleich der Domane Il (Abb.
2) zeigt, dass der GrofBteil (> 85 %) der hier ampli-
fizierten Sequenz innerhalb 3 Arten der Gattung
Gavia identisch ist. Dabei ist die Ubereinstimmung
in der Basensequenz zwischen G. immer und G.
arctica hoher (97 %) als zwischen G. stellata und
G. immer bzw. zwischen G. stellata und G. arctica
(jeweils 85 %). Dies gilt nicht nur fur die konserva-
tiven ,boxes”, sondern auch auBerhalb dieser
hoch konservativen Abschnitte (Vergleich G. immer
und G. arctica: 98 %; Vergleich G. stellata und G.
immer: 86 %, Vergleich G.
stellata und G. arctica: 87 %).
Ein weiterer Unterschied zwi-
schen G. stellata und den
beiden anderen Arten ist eine
,A"-Insertion an der Position
128, die bei G. immer und
G. arctica fehlt, wohingegen
bei G. stellata kein ,G" an
der Position 428 ist, was so-
wohl bei G. immer und G.
arctica vorhanden ist.

Diskussion

Die hier amplifizierte Sequenz
der mitochondrialen Kon-
trollregion - die sog. Domane
Il - erwies sich als extrem
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konservativer Abschnitt. Obwohl die Sequenzen 4
verschiedenen Haplotypen zugewiesen werden
konnten, ist die Nukleotid-Diversitat zu gering, um
sinnvolle Schltsse Gber die genetische Diversitat
des Sterntauchers zuzulassen. Dieses Ergebnis ist
im Einklang mit den Ergebnissen fur den Eistaucher
Gavia immer, bei dem die Nukleotid-Diversitat der
Domane Il sogar noch geringer war als in dieser
Studie (N = 0,0004 vs. 0,0011) (BARTOLOME et al.
2011) und bei dem auch kodierende Abschnitte
wie COIl'und die Cytochrome-b-kodierende Sequenz
genetisch wenig variabel waren (range: n = 0 bis
0,007). Doch obwohl die genetische Diversitat in
den Domanen | und Ill bekanntermaBen gréBer ist
als in der Domane I, ist dies nicht bei allen
Vogelarten der Fall (z. B. Arten der Gattungen
Phylloscopus und Emberiza zeigen eine dhnliche
Diversitat in allen 3 Domanen: RUOKONEN & KvisT

2002). Aufgrund der Tatsache, dass sich auch bei
Eistaucher und Prachttaucher eine nur geringe ge-
netische Variabilitat in der Doméne Il zeigt, durfte
dies wohl allgemein fur die Gattung Gavia anzu-
nehmen sein, wie es z. B. auch gattungsweit fr
Cracidae gezeigt worden ist (PEREIRA et al. 2004).
Der Grund fur die geringe genetische Diversitat ist
unbekannt, auch warum weite Abschnitte auBerhalb
der hochkonservativen ,, Boxen” sich ebenso hoch-
konservativ zeigten wie im zwischenartlichen Ver-
gleich.

Wir kénnen mit groBer Wahrscheinlichkeit aus-
schlieBen, dass die geringe genetische Diversitdt
von einer selektiven Amplifikation einer nuklearen
Kopie der mitochondrialen Kontrollregion (einem
s0g. nuclear mitochondrial DNA oder ,Numt”)
herrihrt. Dies wurde schon mehrfach bei Vogeln
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Abb. 2: Alignment der Consensus-Sequenzen der Domane Il von Sterntaucher (GSTEL), Eistaucher (GIMM) und Pracht-
taucher (GARCT). Konservative Abschnitte sind grau unterlegt. Bird S. Box = Bird Similarity Box. CSB 1 = Conserved
Sequence Box 1. Daten fur Eistaucher sind aus BarTHOLOME et al. (201 1), Genebank accession Nummer gil323903571.
Daten fur Prachttaucher (n = 5) sind eigene unverdffentlichte Daten. Punkte stellen identische Basen wie in der
obersten Sequenz dar. — Alignment of the consensus sequences of the Domain Il for the Red-throated Diver (GSTEL),
Great Northern Diver (GIMM) and Black-throated Diver (GARCT). Conserved regions are shaded gray. Bird S. Box =
Bird Similarity Box. CSB 1 = Conserved Sequence Box 1. Data for Great Northern Diver are from BARTHOLOME et al.
(2011), Genebank accession number gil323903571. Data for Black-throated Diver (n = 5) are unpublished data. Dots
represent identical bases as in uppermost sequence.
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beschrieben (SOReNSEN & QUINN 1998) und wird ge-
nerell durch die Amplifikation eines langeren Ba-
senabschnitts vermieden, welcher als Vorlage fir
die interne Amplifikation des kurzeren Basenab-
schnitts von Interesse dient. Dieses Verfahren haben
wir fur 4 Sequenzen von finnischen Tieren (GS220
bis 223; Tab. 1) mit einem neu entwickelten
primdren Primerpaar durchgefthrt, wo der For-
ward-Primer upstream im ND6-Gen und der Reverse
Primer downstream im t-RNA-Phenylalanin kodie-
renden Abschnitt fuBt und somit einen ca. 3 kb
langen Abschnitt amplifiziert. Die so gewonnenen
Sequenzen erwiesen sich als identisch mit den
direkt amplifizierten Sequenzen der Domane I,
die hier beschrieben sind. Des Weiteren fanden
wir in den Elektropherogrammen keine Hinweise
auf Basen-Doppelpeaks oder Inkonsistenzen zwi-
schen Forward- und Reverse-Sequenzen, die auf
das Vorhandensein von ,Numts” hinweisen wir-
den.

Aussagen Uber regionale Muster in der genetischen
Diversitat des Sterntauchers, die zur Identifikation
von Subpopulationen fuhren koénnten, sind mit
den hier gezeigten Ergebnissen nicht mdoglich.
Jedoch zeigen vorlaufige Ergebnisse fur 37 Se-
quenzen der Domadne | eine viel hdhere Nukleotid-
Diversitat (m = 0,202) und groBe Unterschiede zwi-
schen Individuen aus verschiedenen biogeographi-
schen Regionen, vornehmlich zwischen Island und
Finnland (eig. unveroff. Daten). Die Analyse dieser
und weiterer Sequenzen wird hoffentlich eine Aus-
sage Uber die genetische Vielfalt von den in der
deutschen Nord- und Ostsee Uberwinternden Stern-
tauchern ermdéglichen. Damit konnte einerseits
eine Aussage Uber die Gefahr der genetischen
Verarmung dieser Art gemacht werden, wie sie in
Populationen mit geringen Bestandsdichten aber
auch durch historische Ereignisse auftreten kénnen
(Avise 2000). Als herausragendes historisches Ereignis
gelten die Eiszeiten im Pleistozén, die in vielen
Tieren der gemaBigten Zone zu einem geographi-
schen Ruckzug auf sudlichere Gebiete —in Europa
auf die Iberische Halbinsel, die Apennin-Halbinsel
und den Balkan — geftihrt hat (HewrT 2000). Ex-
pandieren Populationen nach genetischer Isolation
von nur einem einzigen, stdlichen eiszeitlichen
Refugium wieder in den Norden, kann die genetische
Diversitat trotz groBer Bestandsdichten gering blei-
ben, und es zeigt sich nur ein dominanter, geogra-
phisch weit verbreiteter Haplotyp (Avise 2000). Ist

die Population dagegen erst kirzlich von einem
einzigen Refugium aus expandiert, finden sich
viele, relativ seltene Haplotypen wie bei der euro-
paischen Kohlmeise (KvisT et al. 1999).

Andererseits kénnte sich zeigen, dass sich die
heutige Nordwesteuropdische Population des Stern-
tauchers, die von Island im Westen bis nach Sibirien
im Osten britet, tatsachlich aus mehreren, genetisch
unterschiedlichen Populationen zusammensetzt.
Dank der stark ausgepragten Brutortstreue des
Sterntauchers ist anzunehmen, dass diese Popula-
tionen eine genetische Differenzierung aufrecht-
erhalten kénnen, obwohl sie in der Nordsee ge-
meinsam Uberwintern, sich dort aber nicht ver-
paaren. Einen Hinweis darauf, dass die in der
Nordsee Uberwinternden Sterntaucher tatsachlich
sowohl aus westlichen als auch 6stlichen Brutge-
bieten stammen, gibt eine aktuelle Telemetrie-
Studie mit Individuen, die im Marz und April 2015
in der Nordsee nérdlich von Helgoland besendert
wurden (http://Awww.divertracking.com; Download
am 15.07.2015). Von insgesamt 12 Végeln halten
sich bisher 3 in Norwegen, einer an der Kiste vor
Island, einer in Sibirien, 3 in der Barentssee, 2 auf
dem WeiBen Meer und 2 noch in der Nordsee auf.
Damit scheinen die in der Nordsee rastenden Stern-
taucher im Gegensatz zu in der Ostsee Uberwin-
ternden Tieren, die allesamt in Sibirien (ZypeLis et
al. 2013) oder Fenno-Skandinavien (BAIRLEIN et al.
2014) zu braten scheinen, aus einem sehr groBen
Einzugsbereich zu stammen. Aus naturschutzrecht-
licher Sicht wirde der Nachweis unterschiedlicher
genetischer Populationen des Sterntauchers in der
Nordsee eine Korrektur der maBgeblichen fur die
Bewilligung von Offshore-Windparks relevanten
biogeographischen BestandsgroBe nach sich zie-
hen.
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Summary - Genetic diversity of the Red-
throated Diver Gavia stellata in German
waters of the North Sea and Baltic Sea:
Analysis of the Domain Il of the mito-
chondrial control region

The Red-throated Diver is among the marine bird
species which are most endangered through habitat
fragmentation due to the construction of off-shore
wind parks. We analysed the genetic diversity of
the Domain I of the mitochondrial control region
in a total of 50 individuals in order to determine
whether G. stellata overwintering in waters of the
German North Sea and Baltic Sea belong to just
one biogeographic population or originate from
different breeding regions. Analysis of the Domain
Il revealed very low nucleotide diversity (m=0.0011)
and only 4 different haplotypes, which — in the
case of the numerically dominant 2 haplotypes -
differed only in one base substitution. An interspecies
comparison between G. stellata, G. immer and G.
arctica (Red-throated Diver, Black-throated Diver,
Great Northern Diver) confirmed that the Domain
Il region in this genus seems to be a structurally
highly conserved region and therefore is inappro-
priate to assess the genetic diversity of G. stellata
within this context.
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