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1. Aligemeine Einfuhrung

1.1. Die Ordnung der Primaten

Die Ordnung der Primaten stellt eine der erfolgreichsten und formenreichsten
Saugerordnungen dar. Derzeit werden etwa 230 (Rowe, 1996) bis 350 (Geissmann, 2002a) Arten
anerkannt, wobei die Entdeckung weiterer Arten noch nicht abgeschlossen sein durfte. Dies liegt
vor allem an der wissenschaftlichen ErschlieBung weiterer, bislang unberithrter Gebiete und
einer zunehmenden Zahl an Freilandstudien. Zudem ist durch den routinemafigen Einsatz von
molekulargenetischen Methoden ein wichtiges Hilfsmittel zur Erfassung genetischer Diversitét
hinzugekommen. Prinzipiell 146t sich ein klarer Trend in der Primaten-Systematik erkennen: die
Diversitat kleinerer und nachtaktiver Formen wurde bisher meist unter-, die grofferer und
tagaktiver Formen jedoch eher uiberschitzt (Castresana, 2001). Die gesamte Artenvielfalt an
rezenten Primaten wird aber wohl niemals vollstandig geklart werden konnen, da aufgrund von
Habitatzerstorung und Wilderei heute viele Primatenformen am Rande der Ausrottung stehen.

Die Definition von Primaten und ihre Abtrennung von anderen Sdugerordnungen auf
Basis synapomorpher Merkmale ist schwierig und komplex. Die meisten angefuhrten Merkmale
sind urspriinglicher Natur und lassen sich auch bei anderen Sdugerordnungen finden. So besitzen
Primaten zum Beispiel einen freihingenden Penis, einen wohlausgebildeten Blinddarm, ein
Gebifl mit drei verschiedenen Zahntypen, einen FuBl mit greiffahigem GroBzeh - besetzt
(zumindest dieser) mit flachem Nagel statt einer Kralle, sowie ein vergroBertes Gehirn.
Weiterhin zeichnen sich Primaten durch eine verkiirzte Schnauze und eine damit verbundene
Reduktion des Geruchssinnes aus. Im Gegenzug entwickelte sich das visuelle System zu einem
binokularem Sehorgan weiter. Prinzipiell konnen aber nahezu alle diese Merkmale auch bei
anderen Saugerordnungen vorgefunden werden und somit stellt die Definition der Ordnung der
Primaten eher einen Trend und keine klare Abtrennung von anderen Ordnungen dar (Geissmann,
2002a). Etwas einfacher erscheint die Definition mit Hilfe von genetischen Merkmalen. So gibt

es eine spezielle Gruppe von kurzen interspergierten Elementen (SINEs), sogenannte Alus, die
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ausschlieBlich in Primaten vorkommen und sich im menschlichem Genom in einer Kopienzahl
von mehr als einer Million nachweisen lassen (Li et al., 2001).

Da die meisten angefuhrten Merkmale die Weichgewebe-Anatomie betreffen und daher
auch nicht fossilieren, ist die Einstufung von fragmentarischen Fossilfunden problematisch und
somit sind viele Fragen bezuglich des Ursprungs der Primaten ungeklart. Zudem wird vermutet,
daB erst etwa 7% aller ausgestorbenen Primatenarten von Fossilfunden her bekannt sind. Mit
Hilfe von statistischen Methoden und Miteinbeziehung von Fossilfunden wurde der jungste
gemeinsame Vorfahr der Primaten kurzlich auf ein Alter von 81,5 Millionen Jahren geschiatzt
(Tavaré et al., 2002), deutlich alter als bisherige Fossilfunde (Purgatorius aus Nordamerika,
etwa 65 Millionen Jahre) es vermuten lassen (Shoshani et al., 1996).

Innerhalb der Ordnung der Primaten besteht jedoch uiberwiegend Einigkeit uber die
Einteilung und phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen der Hauptgruppen (Geissmann,
2002a; Groves, 2001). Demnach werden Primaten in zwei Unterordnungen, die Feuchtnasen-
oder Halbaffen (Strepsirrhini) und Trockennasenaffen (Haplorrhini) unterteilt. Die Strepsirrhini
stellen die urspriinglichere Gruppe der Primaten dar und zeichnen sich durch einige Merkmale
aus, die sie mit anderen Saugerordnungen, jedoch nicht mit den Haplorrhini teilen. So zum
Beispiel besitzen Halbaffen im Gegensatz zu Haplorrhini keine Orbitahdhle, sondern nur einen
Orbitaring, eine feuchte Nase, ahnlich einer Hundeschnauze, mindestens vier Brustwarzen und -
falls nicht sekundar reduziert - ein reflektierendes Tapetum lucidum. Halbaffen werden weiterhin
in drei Infraordnungen unterteilt, wobei die Lemuriformes und Chiromyiformes auf Madagaskar
und die Loriformes in Asien und Afrika beheimatet sind. Aus evolutionsgeschichtlicher und
biogeographischer Sicht sind hier einige Fragen besonders interessant, wie die nach der
Besiedelungsgeschichte Madagaskars, sowie den phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen
innerhalb der Loriformes und der damit verbundenen Besiedelung der Kontinente Afrika und
Asien. Die Haplorrhini dagegen umfassen die nachtaktiven Koboldmakis (Tarsiiformes) Sud-
Ost-Asiens und die hoheren Primaten (Anthropoidea). Die phylogenetische Position der
Koboldmakis war aufgrund ihrer Zwischenstellung zwischen Halbaffen und hoheren Primaten

lange Zeit ungeklart, konnte aber uber retropositionelle Evidenz definitiv geklart werden
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(Schmitz et al., 2001). Die Anthropoidea spalten sich weiterhin in die in Sud- und
Zentralamerika beheimateten Breitnasenaffen (Platyrrhini) und die in Asien und Afrika lebenden
Schmalnasenaffen (Catarrhini) auf. Platyrrhini sind ausschlieBlich arboreale Waldbewohner und
werden in mehrere Familien und Gattungen unterteilt, deren phylogenetische
Verwandtschaftsbeziehungen erst mit Hilfe molekularer Methoden in den letzten Jahren
ansatzweise geklart werden konnten (Canavez et al., 1999; Schneider et al., 1993, 1996; Singer
et al., 2003; von Dornum & Ruvolo, 1999). Bei den Catarrhini unterscheidet man dagegen
zwischen geschwinzten (Cercopithecoidea) und ungeschwinzten (Hominoidea) Formen. Die
Cercopithecoidea untergliedert man zusitzlich in die Schlankaffen (Colobinae) und
Meerkatzenartigen (Cercopithecinae), wobei beide Unterfamilien besonders formenreiche
Gruppen darstellen und uber weite Teile Afrikas und Asiens verbreitet sind. Der
Hauptunterschied zwischen beiden Unterfamilien liegt in ihrer Ernahrungsweise und den davon
abgeleiteten anatomischen Anpassungen. In Bezug auf die Colobinae-Evolution stellt sich
besonders die Frage nach der jeweiligen Monophylie von afrikanischen und asiatischen
Vertretern. Die Menschenaffen (Hominoidea) schliefflich werden in Gibbons oder kleine
Menschenaffen (Hylobatidae) und groe Menschenaffen (Hominidae) unterteilt. Gibbons sind
uber weite Teile Asiens verbreitet und sind besonders durch ihren Duettgesang bekannt.
Besonderes Interesse innerhalb der Gibbon-Evolution besteht in der Aufklarung der
Abspaltungsfolge der vier (Unter-)gattungen und der Anzahl an Arten. Die Familie der
Hominidae vereinigt schlieBlich alle groen Menschenaffen (Orang-Utan, Gorilla, Schimpanse,
Bonobo) und den Mensch, wobei molekulare Daten meist eine Schwestergruppenbeziehung von

Mensch und Pan (Schimpanse, Bonobo) andeuten.

1.2. Molekulare Phylogenie

Obwohl die molekulare Phylogenie als wichtigen Hauptzweig die Kliarung von
evolutiondaren Verwandtschaftsbeziehungen zum Ziel hat, dient das dabei erstellte Gertist auch
als Basis fur die Erforschung evolutiondrer Mechanismen. Durch die stetig wachsende Zahl von

Sequenzinformation von Mensch und anderen Organismen konnen Veranderungen auf DNA-
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Ebene vollstandig ermittelt und deren Auswirkungen auf das Transkriptom und Proteom, wie
alternatives Splicing, RNA-Editing oder posttranskriptionelle Modifikationen untersucht werden.
Eine klar belegte Phylogenie in Kombination mit der Aufklarung dieser Prozesse wird somit
auch Aufschluf} uiber die Entstehung von zum Beispiel unterschiedlichen Phanotypen, Arten oder
Sozialsystemen und, in Bezug auf den Menschen, von Krankheiten geben.

Uber Jahrhunderte haben Wissenschaftler versucht, die Vielfalt der Natur zu erklaren und
zu beschreiben. Dieser Wissenschaftszweig wird als Systematik oder vergleichende Biologie
bezeichnet. Ein Hauptziel dieser Disziplin ist die Erfassung und Beschreibung der Artenvielfalt,
sowie deren Eingliederung in ein naturliches hierarchisches System. Ein grundlegendes
Fundament hierfur hat Linnaeus bereits 1758 mit seiner Systema Naturae gelegt.

Zur Klarung von Verwandtschaftsverhaltnissen und zur Eingruppierung von Taxa dienen
—abhiangig von der zugrunde gelegten Philosophie- Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen
den zu untersuchenden Taxa. In der phylogenetischen Systematik werden fur diesen Zweck
uberwiegend gemeinsam abgeleitete (synapomorphe) Merkmale verwendet, wahrend
gemeinsame, ursprungliche (symplesiomorphe) Merkmale nur von geringer oder keiner
Bedeutung sind. Dieses Konzept der auf einen gemeinsamen Ursprung basierenden Einteilung
wurde erstmals von Hennig (1950) fur die Analyse von morphologischen Merkmalen formuliert.
Obwohl dieses kladistische Konzept in erster Linie die phylogenetischen
Verwandtschaftsbeziehungen widerspiegelt, dient es heute auch uiberwiegend als Grundlage fur
die Taxonomie (Avise & Johns, 1999; Groves, 2001; Hillis et al., 1996; Li & Graur, 1991).

Wihrend morphologische und ethologische Merkmale seit dem Entstehen der
Evolutionstheorie untersucht wurden, ist die Analyse molekularer Merkmale fur systematische
Fragestellungen in grolem Mafstab erst in den letzten drei Jahrzehnten durch die Entwicklung
geeigneter Techniken ermoglicht worden, wobei die ursprunglich verwendeten Protein- und
Chromosomen-Studien heute meist durch vergleichende Analysen von DNA-Sequenzen ersetzt

werden.
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1.3. Sequenzanalyse mitochondrialer DNA-Abschnitte

Aufgrund der Fortschritte in der Molekularbiologie in vergangenen Jahrzehnten wurde
auch die Arbeit in der vergleichenden Biologie deutlich vereinfacht. Speziell durch die
Entwicklung der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) und den verbesserten Verfahren zur
Direktsequenzierung wurden die Moglichkeiten auf diesem Gebiet revolutioniert.

Prinzipiell sind DNA-Sequenzen sehr gut zur Klarung systematischer Fragen geeignet, da
diese aus zahlreichen, homologisierbaren Positionen bestehen. Jede Position stellt dabei ein
eigenes Merkmal dar, das in konkreten Merkmalszustianden, den vier Basen Adenin, Guanin,
Thymin und Cytosin vorliegt. Die Anzahl der analysierbaren Merkmale ist theoretisch nur durch
die GenomgroBe beschriankt. Somit ist es nachvollziehbar, dafl die vergleichende Analyse von
Sequenzdaten heute zur bevorzugten Methode in der Phylogenie geworden ist (Avise & Johns,
1999; Hillis et al., 1996; Li & Graur, 1991).

Analysen von mitochondrialen Sequenzabschnitten erwiesen sich in den letzten
Jahrzehnten als hilfreiches Mittel zur Klarung phylogenetischer Fragestellungen und wurden
aufgrund einiger Vorteile nuklearen Datensidtzen vorgezogen. Das ringformige mitochondriale
Genom der Séauger ist im Gegensatz zum nuklearen Genom klein (etwa 16,600 bp) und kompakt
gebaut. Es wird ausschlieBlich maternal vererbt und ist vermutlich frei von Rekombinationen
(Cann et al., 1987). Das mitochondriale Molekil kodiert fur dreizehn Proteine, die als Enzym-
Untereinheiten der Atmungskette fungieren, 22 Transfer-RNAs (tRNA), sowie zwei ribosomale
RNAs (rRNA). Zusitzlich enthalt das mtGenom eine Kontrollregion, welche die Replikation und
Transkription reguliert. Da die mitochondriale DNA — uiber das ganze Genom gemittelt - etwa 5-
10 mal schneller evolviert als nukleare DNA (Brown et al., 1982), kommt sie daher besonders
bei der Analyse nah verwandter Taxa zum Einsatz. Ein weiterer Vorteil von Mitochondrien ist
ihre hohe Kopienzahl pro Zelle (bei Saugern etwa 2000 mtGenome) (Cann et al., 1987), was
speziell bei der Untersuchung von nicht-invasiv gewonnenem Probenmaterial von Nutzen ist.
Problematisch bei phylogenetischen Rekonstruktionen jedoch sind mitochondriale

Kernintegrationen, die im nukledren Genom als funktionslose Pseudogene vorliegen (Collura &
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Stewart, 1995; Mourier et al., 2001; Zischler et al., 1995) und somit leicht zur ,,Kontamination*
mitochondrialer Datensatze fihren konnen.

Aufgrund der hohen Evolutionsrate und einer damit verbundenen frithen Sattigung des
Datensatzes, stark schwankenden Verianderungen der Basenzusammensetzung und einer
Ungleichverteilung der evolutiondren Raten uber die Positionen (Gamma-Verteilung), ist
mitochondriale DNA aber weniger zur Analyse tieferer Verzweigungen geeignet. Beispiel
hierfur ist die falsche Positionierung der Koboldmakis und Pelzflatterer (Dermoptera) anhand
von mitochondrialen Sequenzdaten. Basierend auf Transpositionsereignissen ist die
Schwestergruppenbeziehung von Koboldmakis und Anthropoidea (Schmitz et al., 2001) sowie
die Abtrennung der Pelzflatterer von den Primaten klar belegt (Schmitz et al., 2002a). Bei der
Analyse von mitochondrialen Daten jedoch bildet der Koboldmaki eine Gruppe zusammen mit
Halbaffen (Murphy et al., 2001; Schmitz et al., 2001b) bzw. ist vollstandig aus der Ordnung der
Primaten ausgegliedert (Arnason et al., 2002), wogegen Pelzflatterer immer die Schwestergruppe
zu den Anthropoidea darstellen (Arnason et al., 2002; Murphy et al., 2001; Schmitz et al.,
2002a).

Ein weiterer Nachteil von Sequenz-basierten Phylogenien ist die notwendige
mathematische Korrektur, da die beobachteten Differenzen nicht mit den evolutionaren
Distanzen ubereinstimmen. Des weiteren ist die Merkmalspolaritat ausschlieBlich von der
gewahlten AuBengruppe abhingig und mogliche Unterschiede in Gen-, Positions- oder Linien-
spezifischen Raten miissen mathematisch korrigiert werden. Im Laufe der vergangenen
Jahrzehnte wurden deswegen eine Reihe von Algorithmen und Sequenzevolutionsmodelle
entwickelt, die die tatsiachliche Sequenzevolution reflektieren sollen. Die meist genutzten
Algorithmen sind Distanz-Matrix-Methoden (zum Beispiel Neighbor-Joining), Parsimonie und
Maximum Likelihood. Das Prinzip von Distanz-Matrix-Methoden ist, ausgehend von einer
Distanz-Matrix und einem sternformigen Baum, Paare von taxonomischen Einheiten zu finden,
durch deren Zusammenfassung die Summe der Kantenldngen in jeder Runde des Verfahrens
minimiert wird. Unter Beruicksichtigung der Kantenldngen wird in jeder weiteren Runde die

Anzahl an Gruppen verringert, bis schlieBlich nur noch drei Gruppen ubrig bleiben. Im
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Gegensatz hierzu wird bei der Parsimonie-Methode die Mindestzahl an Merkmalsveranderungen
gezahlt, die fur alle moglichen Stammbédume erforderlich sind. Der Baum mit den wenigsten
Veranderungen wird schlieBlich als der wahrscheinlichste angesehen. Die Maximum Likelihood-
Methode wiahlt den Baum mit der maximalen Wahrscheinlichkeit, dafl ein beobachteter
Datensatz als Funktion des Baumes bei gegebenem Sequenzevolutionsmodell entstanden sein
konnte. Die Zuverldssigkeit von phylogenetischen Baumrekonstruktionen kann mit einer Reihe
von ,,Resampling-Methoden* wie dem Bootstrap-Verfahren uiberpriift werden. Hierbei werden
aus einem Datensatz durch zufalliges Ziehen und Zuriicklegen parallele Datensatze mit gleicher
Stichprobengrofle erzeugt, wobei manche Positionen héaufiger als andere gezogen werden. Bei
jedem dieser Schritte wird ein eigener Baum konstruiert, aus denen dann schlieBlich ein

Konsensus-Baum ermittelt wird (Hall, 2001; Hillis et al., 1996).

Kont.roll—
Cip ——
N6 16S
N5
Mitochondriales
Genom

e\ HSAP: 16569 bp [ N2

N4
N3 CcO
CO 111

6 [zl com

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines mitochondrialen Sdugergenoms. Die schwarzen Balken geben die

Lage der tRNAs an.

1.4. Transpositionsereignisse als molekular-kladistische Marker
Das Primatengenom besteht aus einer Vielzahl von interspergierten repetitiven DNA-

Sequenzen, die auf transposable Elemente zuriickzufuihren sind. Man schitzt, da} etwa 50% des
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humanen Genoms aus diesen Elementen besteht (Li et al., 2001). Die Hauptgruppe dieser
Sequenzen sind DNA-Transposons, lange terminale Wiederholungen (LTRs), lange
interspergierte Elemente (LINEs) und kurze interspergierte Elemente (SINEs). SINEs werden
weiter in tRNA und 7SL RNA abgeleitete Elemente unterteilt. Die Primaten-spezifischen Alus
(etwa 300-400bp) setzen sich aus zwei 7SL RNAs zusammen, die Uiber eine A/T-reiche Region
miteinander verbunden und in einer Kopienzahl von uiber einer Million im menschlichen Genom
nachgewiesen worden sind (Li et al., 2001). Fur Galagonidae wurde zusitzlich ein tRNA-
Monomer (,,Galago monomer*) und ein tRNA-7SL RNA-Dimer (,,Galago type 2 repeat®)
beschrieben (Daniels & Deininger, 1985).

Die Replikation von SINEs verlauft konservativ, d.h. eine RNA-Kopie eines SINEs wird
mit Hilfe einer RNA-Polymerase III erstellt, wobei das zu kopierende SINE am alten Lokus
verweilt. Durch eine Reverse Transkriptase wird die RNA-Kopie schlieBlich in eine cDNA
umgeschrieben. An einem neuen Lokus wird mit Hilfe einer Endonuklease die doppelstrangige
DNA restringiert, wobei uberhangende Enden entstehen. Die SINE-cDNA wird eingebaut und
die Lucken im Doppelstrang durch eine DNA-Polymerase aufgefullt. Durch die iberhdngenden
Enden entstehen auf beiden Seiten der Insertion kurze Abschnitte von Sequenzwiederholungen
(etwa 7-25 bp), sogenannte ,,Direct Repeats*. Da die kurzen SINEs nur interne Promoter-
Regionen (A-, B-Box) fur die RNA-Polymerase III besitzen, sind sie bei der Transposition auf
die Hilfe von Klasse II-Elementen, wie zum Beispiel LINEs angewiesen. Diese stellen die fur
die Transposition notwendigen Enzyme Reverse Transkriptase und Endonuklease zur Verfugung
(Smit, 1996).

Obwohl SINEs mit Praferenz in A/T-reiche Regionen integrieren (Jurka & Klonowski,
1996; Tatout et al., 1998), ist es nahezu ausgeschlossen, daf ein bestimmtes SINE mehrmals
unabhiangig in unterschiedlichen Evolutionslinien an den exakt selben Lokus integriert wird.
Zudem konnte bisher kein exaktes Ausschneiden von Klasse I-Retrotransposons beschrieben
werden, so daB man von einer stabilen, nicht-revertierbaren Integration ausgeht. Die
Merkmalspolaritat von SINE-Integrationen ist dadurch einfach zu definieren: Das Element kann

als ,,vorhanden* und somit als ,,abgeleiteter Zustand* oder ,,nicht vorhanden* und somit als
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,ursprilnglicher Zustand“ gewertet werden. SINE-Integrationen entsprechen demnach dem
perfekten Bild eines kladistischen Markers nach dem Hennig‘schen Prinzip (Hillis, 1999;
Miyamoto, 1999).

Problematisch bei der Analyse von SINEs als molekular-kladistische Marker ist jedoch
die mogliche Ungleichverteilung von urspringlich polymorphen Merkmalen in evolutionaren
Folgelinien (,,Incomplete Lineage Sorting*). Demnach konnen urspriingliche Polymorphismen
rein zufallig in einigen Linien fixiert werden, in anderen dagegen verschwinden sie wieder,
wodurch eine falsche Phylogenie widergespiegelt wird. Besonders kritisch ist dies bei
Radiations-artigen Aufspaltungen (Hillis, 1999; Miyamoto, 1999).

Trotzdem konnten in vergangenen Jahren einige umstrittene Fragen bezuglich der
Evolution von Wirbeltieren mit Hilfe von Transpositionsereignissen definitiv geklart werden.
Innerhalb der Primaten bezogen sich diese Arbeiten auf die Position des Koboldmakis (Schmitz
et al., 2001) und die Phylogenie innerhalb der Platyrrhini (Singer et al., 2003). Weitere Arbeiten
befafiten sich mit den phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Cetacea
(Nikaido et al., 2001; Shimamura et al., 1997), Cetartiodactyla (Cetacea und

Artiodactyla)(Nikaido et al., 1999) sowie Salmoniformes (Murata et al., 1996).

DR Endonuklease
RNA-POL I1I I%

\4 v
RNA s SINE |3 MRS SN ., .7

_,—'v
Reverse Transkriptase ~__.-=*" DNA-Polymerase
\ _—""‘ v
¢ ¢ ¢ ATGACGA_ ATGACGA ¢
¢cDNA S  SINE 3 580 o, e TACTGCT b
DR DR

Abbildung 2: Schematischer Ablauf einer SINE-Transposition. ,,DR* bezeichnet die ,,Direct Repeats™.

1.5. Ziele

Als die am nachsten mit uns Menschen verwandten Sauger spiegeln nicht-humane

Primaten einen wichtigen Teil auch unserer Evolutionsgeschichte wider. Die Klarung von
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phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Primaten sowie ihre Beziehung zu
anderen Saugerordnungen gibt daher auch Aufschluf} iiber unsere eigene Geschichte.

In der vorliegenden Arbeit wurden drei sehr unterschiedliche Primaten-Gruppen
molekulargenetisch untersucht (Abb. 3). Beginnend mit den als ,,urspringlich® geltenden
Halbaffen (Loriformes, Lemuriformes, Chiromyiformes), iber Schlankaffen (Colobinae) bis hin
zu den Gibbons (Hylobatidae), den kleinen Menschenaffen, umfaflit das Spektrum die gesamte
evolutive Vielfalt der Primaten. Obwohl aus evolutionsgeschichtlicher Sicht kein enger
Zusammenhang zwischen den Gruppen besteht, gibt es deutliche Uberschneidungen in ihren
Verbreitungsgebieten. So sind Halbaffen in Afrika und Asien sowie auf der Insel Madagaskar
beheimatet. In Afrika uberlappt ihr Verbreitungsgebiet mit dem der afrikanischen Schlankaffen,
wogegen sich in Std-Ost-Asien Uberschneidungen mit Schlankaffen und Gibbons finden lassen.

Neben einer Reihe von phylogenetischen, taxonomischen und biogeographischen Fragen,
sollen in der vorliegenden Arbeit vor allem die nach dem Ursprung der Halbaffen und
Schlankaffen geklart werden. Des weiteren sollen mogliche Zusammenhange zwischen
Verbreitung und Evolution der drei Gruppen naher untersucht werden.

Hierzu wurden von allen drei Gruppen Bereiche des mitochondrialen Genoms
sequenziert und phylogenetisch untersucht. Basierend auf den phylogenetischen Informationen
aus der Sequenzierung mitochondrialer Abschnitte wurden fur Halbaffen zusatzlich
Transpositionsereignisse als molekular-kladistische Marker charakterisiert, die bestimmte,
herausragende Fragen ihrer Evolution kldren sollen.

Hominidae

Hylobatidae

Abbildung 3: Phylogenetische Verwandtschafts- ——— Cercopithecinae

beziehungen innerhalb der Primaten. Die in dieser Colobinae

Arbeit untersuchten Gruppen sind fett markiert.

Platyrrhini

Tarsiidae

Lemuriformes

Chiromyiformes

Loriformes
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2. Methoden

2.1. DNA-Extraktion

Da nur wenige der untersuchten Arten in Zoos gehalten werden und somit qualitativ
hochwertiges Material schwer erhiltlich ist, muflte fur die Extraktion von DNA-Proben eine
Reihe unterschiedlicher Ausgangsmaterialien verwendet werden. Fur die DNA-Praparation aus
Gewebe- (Frisch- sowie Museumsmaterial) und Kotproben wurde der QIAamp DNA Mini Kit
bzw. QIAamp DNA Stool Mini Kit von Qiagen verwendet. Grolere DNA-Mengen aus Gewebe
oder EDTA-Blut wurden nach Standardverfahren extrahiert (Sambrook et al., 1989), wogegen
die Préaparation von DNA aus Haaren nach einer modifizierten Methode von Walsh et al. (1991)
durchgefuhrt wurde. Dazu wurden die Haare iiber Nacht bei 50 °C in einer 5%-igen Chelex-100-

Resin-Losung (BioRad) inkubiert und anschliefend 5 min. bei 100 °C gekocht.

2.2. Analyse mitochondrialer DNA
2.2.1. Amplifikation von mitochondrialen DNA-Fragmenten

Zur Amplifikation mitochondrialer Fragmente kam eine Reihe unterschiedlicher Primer
zum Einsatz (Abb. 4, Tabelle 1). Sofern sich das gewuinschte Fragment nicht in einem Stiick
amplifizieren lieB, zum Beispiel bei Museumsmaterial, wurden uiberlappende PCR-Produkte

gebildet, die anschlieBend aligniert wurden.

L-CYT chligo L»([3§95 L-LOOP L-LI_3:14 L'II_ZS LI‘_IPS
Cytochrom b jKontrollregion I 12SrRNA | 16SrRNA |
pu Pl
H-C4R3 H-Co71 H-69J41 H-CYT H-S“ H-LOOP H?lJzS 168
Herm

Abbildung 4: Ausschnitt aus dem mitochondrialen Genom. Bei Schlankaffen wurde das gesamte Fragment, bei

Gibbons und Halbaffen nur das Cytochrom b sequenziert. Die Pfeile geben die Lage der einzelnen Primer an.
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Tabelle 1: Liste der zur Amplifikation mitochondrialer Fragmente verwendeten Primer.

Name Primer (5¢-39) Temp. Literatur

L-CYT AATGATATGAAAAACCATCGTTGTA 64 °C

L-C400 CCATGAGGACAAATATCATTCTGAGG 74 °C

L-C805 AAACCAGAATGATATTTCCTATTTGC 68 °C

L-LOOP AAGGCTAGGACCAAACCT 54°C  Roos & Geissmann, 2001
L-1.344 TTTGCCAAACCCCAAAAACAAA 60 °C

L-12S AGATTACACATGCAAGCATCC 60 °C

L-16S ACACACCGCCCGTCACTC 60 °C

H-C443 TTTGTGATTACTGTGGCGCC 60 °C

H-C671 TAGTAGGGGTGGAAGGGGATTTTGTC 78 °C

H-C941 CTTTGTTGTTTGGATTTGTG 54 °C

H-CYT AACTGCAGTCATCTCCGGTTTACAAGAC 82°C  Yoder et al., 1996a
H-C-Hyl TTCATTTCCGGCTTACAAGAC 60 °C

H-C-Lor GTTTAAAGTAGAAGCTTAGCTTTGG 68 °C

H-L365 TTTGTTTTTGGGGTTTGGCAAA 60 °C

H-LOOP CCCAAAGTCAAGATTCTAA 52°C  Roos & Geissmann, 2001
H-12S CACCTTCCAGTACACTTACC 60 °C

H-16S TTTGCCGAGTTCCTTTTACTTT 60 °C

Um moglichst optimale Amplifikationsergebnisse zu erzielen und ein unspezifisches
Hybridisieren der Primer an die Ausgangs-DNA zu verhindern, wurden in dieser Arbeit
ausschlieBlich ,,Hot-Start“-PCRs durchgefithrt, wofur die Primer bis zum ersten
Denaturierungsschritt durch eine Wachsschicht von der DNA-Polymerase und der Ausgangs-
DNA getrennt waren.

Der Reaktionsansatz setzte sich aus 10 mM Tris, 4 mM HCI, 50 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,1%
Triton-X-100, 1,2 mg/ml BSA, je 330 nM Primer, 125 yM dNTPs und 1 U Tag-Polymerase
zusammen und wurde in einem Gesamtvolumen von 30ul durchgefuhrt. Um Kontaminationen zu
vermeiden, wurde der Ansatz in einem separaten Raum angesetzt und die DNA (etwa 50 ng)
zuletzt in einem weiteren Raum zugegeben. Die Amplifikationen wurden in einem Peltier
Thermal 200 Cycler (Biozym) durchgefuhrt. PCR-Bedingungen variierten je nach Primerwahl
und der GroBe des zu erwarteten PCR-Produktes. Prinzipiell wurde mit einem 2 min.
Denaturierungsschritt bei 92 °C begonnen, danach folgte eine zyklische Phase (35 x) mit 60 s

Denaturierung bei 92 °C, 60 s Annealing bei variierenden Temperaturen (siehe Primer-Liste) und
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einer 60-90 s Elongation bei 72 °C. Zur Terminierung der PCR-Amplifikation wurde ein 5 min.

Elongationsschritt bei 72 °C angefugt.

2.2.2. Gelelektrophorese und Aufreinigung von DNA aus dem Gel

Um die Ergebnisse von PCR-Amplifikationen oder Restriktionsverdaus zu uberpriifen,
wurden entsprechende Proben in einem Agarose-Gel (Seakem LE; Biozym) zusammen mit
einem Liangenstandard (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus, MBI Fermentas)
elektrophoretisch aufgetrennt. Die dafur verwendeten Gele waren meist 1%-ig und mit 0,5 ug/ml
Ethidiumbromid versetzt. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte anschlieBend tiber ein
digitales Bildverarbeitungssystem (Eagle Eye, Stratagene).
Entsprechende PCR- oder Restriktionsverdau-Produkte wurden aus dem Gel ausgeschnitten und
in 6 M NalJ bei 50 °C gelost. Danach wurde die DNA nach beschriebenem Verfahren (Sambrook
et al., 1989) an Silica-Milch gebunden, mit NaJ und 70% EtOH gewaschen und schlieBlich in

H,O gelost.

2.2.3. Ligation und Klonierung von PCR-Produkten

Da eine Direktsequenzierung von PCR-Produkten meist eine schlechtere Qualitat liefert
und Sequenzinformation verloren geht, wurden die Produkte zuerst ligiert und kloniert. Zur
Ligation der PCR-Produkte wurde der pPGEM T-Vektor (Promega) verwendet. Der Ansatz wurde
uber Nacht bei 4°C inkubiert und danach einer Phenol-Chloroform-Aufreinigung unterzogen
(Sambrook et al., 1989). Die Transformation von TOPI10-E.coli-Zellen erfolgte uber
Elektroporation mit einem Gene Pulser (BioRad) bei 1,6 kV, 25 uF und 200 Q. Anschlie3end
wurden die Zellen auf LB-Platten, versetzt mit Ampicillin, IPTG und X-Gal ausplattiert und itber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag konnten aufgrund der Ampicillin-Resistenz und
der Blau-WeiB-Selektion entsprechende Klone auf ihre Insertgrofle hin untersucht werden. Dazu
wurde eine Vektor-PCR unter Standardbedingungen (siehe 2.2.1.) mit den Primern 5‘-GTT TTC
CCA GTC ACG AC-3° und 5°-GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG-3¢ bei einer Annealing-

Temperatur von 52 °C und fur 25 Zyklen durchgefuhrt. Die Ergebnisse der Amplifikationen
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wurden anschlieBend auf einem Agarose-Gel uberpruft. Klone mit der richtigen Insertgrofie
wurden in einer Ubernacht-Kultur in LB-Medium vermehrt und die Plasmid-DNA mit Hilfe des

QIAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen) am folgendem Tag extrahiert.

2.2.4. Sequenzierung

Fur die Sequenzierreaktion wurde der Amersham Thermo Sequenase™ Primer Cycle
Sequencing Kit nach Angaben des Herstellers verwendet. Neben den im Vektorbereich-
liegenden, Fluoreszenz-markierten Primern (IRD800-5°-GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC
AGG-3° und IRD700-5°‘-AGG GTT TTC CCA GTC ACG ACG TT-3‘) wurde dem
Sequenzieransatz etwa 200 ng Plasmid-DNA als Ausgangsmaterial zugegeben. Die
Sequenzreaktion wurde unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt: Vordenaturierung bei 95 °C
fur 2 min., 30 Zyklen mit je 30 s Denaturierung bei 95 °C, 40 s Annealing bei 60 °C und 40 s
Elongation bei 72 °C.
Die anschlieBende gelelektrophoretische Auftrennung der Sequenzierprodukte erfolgte in einem
Denaturierungs-Polyacrylamid-Gel nach Standardmethoden (Sambrook et al., 1989) auf einem
LI-COR 4200-Sequencer. Die Auswertung der Sequenzen erfolgt iiber die entsprechende LI-

COR Software sowie dem Lasergene-Paket von DNASTAR.

2.2.5. Alignierung, statistische Auswertung und Stammbaumrekonstruktion

Die ermittelten Sequenzen wurden mit Hilfe der Computerprogramme SeqPup und
ClustalX (Thompson et al., 1997) aligniert und danach manuell editiert. Anschlieend wurden
Basenzusammensetzungen und paarweise Differenzverteilungen mit PAUP 4.0b10 (Swofford,
1999) ermittelt, sowie die Datensidtze auf mogliche Unterschiede in den Linien-spezifischen
Evolutionsraten mit dem relativen Ratentest (Programm RRTree, Robinson et al. 1998)
uberpruft. Da fur die phylogenetischen Rekonstruktionen bei Strepsirrhini und Hylobatidae
ausschlieBlich Cytochrom b-Daten verwendet wurden, konnten diese direkt weiterbearbeitet

werden. Fur die Colobinae wurde ein langeres Fragment analysiert, deren Alignment Insertionen
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und Deletionen (Indels) aufweist. Kolumnen mit diesen wurden mit dem Programm Gblocks
unter Einsatz unterschiedlich stringenter Einstellungen (Castresana, 2000) entfernt (,,degapped).
Phylogenetische Stammbaume wurden mit Hilfe unterschiedlicher Algorithmen und
Sequenzevolutionsmodelle rekonstruiert. Fur die Maximum Parsimonie-Rekonstruktionen (MP)
(Fitch, 1971) wurden die Programme PAUP 4.0b10 und DNAPARS (PHYLIP 3.573c)
(Felsenstein, 1993) unter Verwendung von Standardeinstellungen benutzt. Neighbor-Joining-
Baume (NJ) (Saitou & Nei, 1987) wurden ebenfalls mit PAUP und dem PHYLIP-Paket
kalkuliert. Fur die in PAUP konstruierten Baume wurde das ,,General time-reversible““-Modell
(GTR), sowie die mit MODELTEST 3.06 (Posada & Crandall, 1998) geschatzten Werte fur die
Gamma-Verteilung der Raten-Heterogenitiat variabler Positionen (o) und den Anteil der
invariablen Positionen (P_inv) verwendet. Weitere NJ-Baume wurden mit den Programmen
DNADIST und NEIGHBOR aus dem PHYLIP-Paket mit geschétzten Transitions-Transversions-
Verhiltnissen und der Maximum Likelihood-Distanzkorrektur-Option ermittelt. Phylogenetische
Baumrekonstruktionen, basierend auf dem Maximum Likelihood (ML) Algorithmus, wurden mit
dem Programm PUZZLE 5.0 (Strimmer & von Haeseler, 1996) unter Verwendung der
Sequenzevolutionsmodelle TN (Tamura & Nei, 1993) und HKY (Hasegawa et al., 1985)
durchgefuhrt.
Die Zuverlassigkeit der errechneten NJ- und MP-Baumtopologien wurde mit dem Bootstrap-
Verfahren (1000 Replikationen), bzw. der ,,Quartet puzzling““-Option (1000 bzw. 50000 Puzzling
Schritte) fur ML-Baume bestimmt. 50%-Konsensus-Baume fur die in PHYLIP generierten
Béume wurden mit dem Programm CONSENSE ermittelt. Die bildliche Darstellung der Baume
erfolgte schlieBlich mit dem Programm TreeView.
Um einzelne Aufspaltungszeiten zu bestimmen, wurde fur alle ML-Rekonstruktionen getestet,
ob die Sequenzen des vorliegenden Datensatzes nach dem Prinzip einer molekularen Uhr
evolvieren. Dazu wurden in PUZZLE die Log Likelihoods unter der Annahme und Nicht-
Annahme einer molekularen Uhr fur vorgegebene Baumtopologien verglichen. Als
Ausgangspunkt fur samtliche Datierungen wurden Fossilfunde oder aus genetischen Studien

abgeleitete Aufspaltungszeiten als Referenzwerte verwendet (Arnason et al., 1998; Goodman,
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1999; Goodman et al., 1998; Martin, 2003; Page & Goodman, 2001; Stewart & Disotell, 1998;

Tavaré et al., 2002; Yoder et al., 1996b).

2.3. Analyse von SINE-Integrationen
2.3.1. Datenbank-Suchstrategien

Grundlegende Voraussetzung fur die Suche und Analyse von SINE-Integrationen war die
offiziell zugangliche Datenbank von NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Als Ausgangspunkt
fur weitere Untersuchungen dienten bereits publizierte und in der Datenbank hinterlegte
Sequenzdaten von zwei Halbaffen-spezifischen SINE-Elementen. Es handelte sich hierbei um
ein tRNA-abgeleitetes Monomer, welches fur Otolemur und Galago beschrieben war (Daniels &
Deininger, 1985), sowie um ein Alu-Dimer mit einer Strepsirrhini-spezifischen 2bp-Deletion
(Zietkiewicz et al., 1998).
Des weiteren wurden alle generierten sowie bereits publizierten Sequenzdaten mit dem Repeat

Masker (http://repeatmasker.genome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker), einem Programm

zum Auffinden von repetitiven Elementen, auf die Familienzugehorigkeit der SINE-
Integrationen hin uberpruft und anschlieBend die direkten Wiederholungssequenzen manuell
ermittelt.

Um Primer in moglichst konservierte Bereiche zu legen, wurde mit NCBI-BLAST und NCBI-
BLAST 2 Sequences versucht, orthologe Sequenzabschnitte bei anderen Arten zu finden. War

dies nicht moglich, muften die Primer willkurlich gew#hlt werden.

2.3.2. Southern-Blot- und Hybridisierungstechniken

Basierend auf den Informationen aus der Datenbank wurden die beiden fur Halbaffen
beschriebenen Elemente weiteren labortechnischen Untersuchungen unterzogen, wobei zuerst
die Reprasentanz der Elemente in weiteren Primatengruppen mit Southern-Blot- und
Hybridisierungstechniken uiberpruft wurde.
Dazu wurde etwa 5 pug genomische DNA von Galago, Otolemur, Perodicticus, Loris,

Nycticebus, Propithecus, Microcebus, Lemur, Cheirogaleus, Daubentonia, Callithrix und
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Colobus mit dem Restriktionsenzym Sau3Al (BioLabs) nach Angaben des Herstellers
restringiert, anschlieend auf einem Agarose-Gel aufgetrennt und itber Nacht auf eine Hybond-
N+ Nylon Transfer Membran (Amersham) nach Standard-Southern-Blot-Techniken tibertragen.
AnschlieBend wurde die Membran getrocknet und die DNA mit UV-Licht fixiert (UV-
Stratalinker 2400, Stratagene).

Fur die nachfolgende Hybridisierung wurden unterschiedlich lange Oligonukleotide (MWG) als
Ausgangsmaterial fur die Herstellung der Sonden verwendet, so dal zwei unterschiedliche
Markierungsmethoden zum Einsatz kamen:

Die Alu-Probe (5‘-GAC CAG CCT GAG CAA GA**G-3°; ** bezeichnet die Strepsirrhini
typische 2bp-Deletion) wurde mit Hilfe einer T4-Polynukleotidkinase (BioLabs) und unter
Zugabe von y-’P ATP (50 uCi) von Amersham am 5‘-Ende nach Standardmethoden (Sambrook
et al., 1989) radioaktiv markiert. AnschlieBend wurde der Ansatz iiber einen Ionentauscher
(DE52-Siule, Whatman) aufgereinigt und 10° cpm/ml in die Hybridisierung (1 h bei 53 °C,
Stringenz: 70%) eingesetzt. Nach zwei Waschschritten mit 6x SSC, 1% SDS wurde die
Membran mit einem Rontgenfilm (X-Omat, Kodak) fur zwei Stunden exponiert und dieser
anschlieend entwickelt.

Die Markierung der tRNA-Probe (5°-GGC CCC GTA TGC CAG AGG TGG TGG GTT CAA
ACC CAG CCC TGG CC-3¢) dagegen erfolgte tiber einen Einbau von a-’PCTP unter
Verwendung des Megaprime DNA Labelling Systems (Amersham) und der Zugabe von 50uCi
o-?PCTP. Bevor 10° cpm/ml der markierten Probe in die Hybridisierung eingesetzt wurde,
wurde diese noch uber eine MicroSpin™ S-300HR (Amersham) aufgereinigt. Die
Hybridisierungtemperatur (68 °C) wurde so gewahlt, daBl die Probe an Sequenzen mit
mindestens 90% Ahnlichkeit bindet. Nach zwei Waschschritten mit 2x SSC wurden die

Ergebnisse wie beschrieben ausgewertet.
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2.3.3. Konstruktion genomischer Banken und deren Weiterbearbeitung

Um weitere Loci mit entsprechenden SINE-Elementen aufzuspiiren, wurden
Fragmentlangen-angereicherte, genomische Banken von Lemur catta, Propithecus verreauxi,
Daubentonia madagascariensis, Loris tardigradus und Perodicticus potto erstellt.
Dazu wurde etwa 5 ug genomische DNA der entsprechenden Arten mit Sau3Al geschnitten und
anschliefend auf einem Agarose-Gel aufgetrennt. Da kleine Fragmente fur weitere
Untersuchungen nicht geeignet waren, wurden FragmentgroBSen von 0,5 bis 2,5 kb aus dem Gel
ausgeschnitten und aufgereinigt.
Als Klonierungsvektor wurde der pUC18-Vektor der Firma Boehringer Mannheim verwendet.
Der Vektor wurde mit BamHI geschnitten und mit ,,Shrimp* alkalischer Phosphatase
(Amersham) dephosphorylisiert. Die Ligation der DNA-Fragmente erfolgte mit T4-DNA-Ligase
und Zugabe von 500 yM ATP uber Nacht bei 16 °C. Nach einer Phenol-Chloroform-
Aufreinigung wurden die Ligationsansitze, wie unter 2.2.3. beschrieben, transformiert und
ausplattiert.
Die Klone wurden auf eine Membran (Sartolon Blotting Membran, Sartorius) iibertragen und mit
entsprechenden Sonden hybridisiert (siehe 2.3.2.). Positive Klone wurden mit einer Vektor-PCR
(siehe 2.2.3.) auf ihre Insertgrole hin uberpriift und die dabei entstandenen Agarose-Gele zu
Kontrollzwecken geblottet und nochmals hybridisiert. Doppeltpositive Klone wurden sequenziert
(siehe 2.2.4.) und anschlieBend, wie unter 2.3.1. beschrieben, nach SINEs und ,,Direct Repeats*

abgesucht.

2.3.4. Spezies-uibergreifende SINE-PCRs

Da Transpositionsereignisse nur als informative Marker Verwendung finden, wenn die
An- bzw. Abwesenheit des SINEs an einem bestimmten Lokus in unterschiedlichen Taxa
nachgewiesen werden kann, wurde fur jeden zu untersuchenden Lokus ein PCR-System
entwickelt. Um diesen An- bzw. Abwesenheitsbeweis zu erbringen, wurden die dafur
verwendeten Primer in SINE-flankierende Bereiche gelegt, so daB auf jeden Fall PCR-Produkte

amplifiziert wurden — unabhéngig von der Anwesenheit eines SINEs.
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Weiterhin war vor allem die Wahl von moglichst konservierten Primern von Bedeutung, da
ansonsten die entsprechenden Loci nicht Spezies-ubergreifend amplifiziert werden konnten. Um
diese Fehlerquelle zu minimieren, wurde mit NCBI-BLAST versucht, orthologe
Sequenzabschnitte in anderen Arten fur die jeweiligen Loci zu finden. Wurden diese ermittelt,
konnten konservierte Bereiche fur die Lage der Primer ausgewdhlt werden. War dies nicht
moglich, mufiten die Primer willkurlich gelegt werden.

Die PCR-Amplifikationen wurden nach beschriebenen Bedingungen (siehe 2.2.1.) durchgefuhrt,

wobei die Annealing-Temperatur je nach Bedarf variiert wurde (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Primer-Liste der analysierten Loci

Lokus Primer 1 (5¢-3¢) Primer 2 (5¢-3°¢) Temp.
Strl TGGTGTGGATCACTACAAGG CCATCTCAACTAATATTCCCC 58°C
Str2 GGAAAATGATTAGGTTCTCAAC GGAAAATTAGTAACATAAGAAATG 58°C
Str3 AGAAAGTTAASTGCCAMGTAATAGAAGATAA TCTCTAGGAGAAGKGTTGGTTAGAAGAGAC 58°C
Madl  TGATGTATTTTAGGTGATGCTC TTTGTTTTGTTAGTATACATAAGC 58°C
Mad2  GTTTCACCATGAATTCCTTACT AAAGGGATTAAAGGAATTTACAC 58°C
LI CATGGGAGGTAGAATAATGAAT TGGCATTCTGTAAACTCCACT 58°C
Leml  GAGGCCAAAGAGCAGAATGT CAGTGATGGTGTGTAACATGT 58°C
Lem2  AAGATATCAACAAGGTATCACC TATTAGCTAGGCCTCTCAATAG 58°C
Lem3  GTTTCTTTACCTGTGTTATCTC GCCTTTCAGGAAGGCAAGG 58°C
Lem4  AAGAAYGATTTRTGTTTTGGAGTACC AAAAACAGTMATGAATGGACTASTGTGG 58°C
HLE]l GCCCAGACYCAAATATTYGTCTTCTAA CCCATSAAGTCATTTTCAATRGCC 58°C
HLI1 CCACTTCCTGCCTGGTTTC ATTTAGAGCAACTTTATTCTTTTC 58°C
HL?2 CCGAAGTAAGYGCTGAAAAYGAGG CCGAAGGGATAYAGAGATTACCTGAAG 58°C
HL3 CCTAAGAAYRAGRATCACAAACTAAAT AATWGTTTTGACTTAATAAGGCATG 58°C
Ind1 GGTGGAGCTGTTTCCATGC GAGAACATACAGTGTCAGGAA 58°C
Ind2 AGGTCAAATAAGGCATAGTCC ATGGAATAGCTCTGAAGAAGG 58°C
Ind3 GTCTGGTGGAGGTTGGCTTT CCTCCATACTCAGAAGTCCT 58°C
MM1  CATAAGCACAGACTACCATATA GAAGTACATTTAAAGCTCCAAG 58°C
LoF1  TCTGTTGTGAGCCCTTCCAC AGTTGGTCCCAGGCACTC 56°C
LoF2  TGTAATAGTGACCAGGTAGATGACAC GAACCATGGGAGGGATGCTGACT 60°C
LoF3  CAAAGACTTTCCATGACAAAAG TCCTCAACCTAAATAAGATTTTG 58°C
Lorl CAGACACAGTGAAGGAATTCT TGGTTGCTGCATTTGAAACCA 58°C
Lor2 ACTCACTTTCATTGAGTAATC CCATTGTCAACAAGGTAATC 54°C
Lor3 CACATCTCTAAATAACAGGCC TTTGACCCTGTTTATTATCGTT 58°C
LN1 TATATATACAAACATTATGTATATGT GACACACTGCACCCTGCTT 58°C
LN2 GATCAAGTAATTTTTATTTACTC TTTATCAAAAGACAACTGAAATA 54°C
LN3 GATCTACAAATCATGAGAATTA CAAATACATCTGATTAACCATC 54°C
LN4 GTTCCATAGATACACATTTTATC CCCAAAGATAAAGGAAATAGTG 58°C
PA1 CATATTCAAGTCAGAAGCTTTCAA TCACTCTTTGGTGCGCTCCAA 54°C
PA2 GGGGCTTCATATGAGAGATTT ATCTGATTAAGGGATTATCTG 54°C
Gall AGAGGTATCAGGTGGCATCA GCAACATACTAAGTAGACTATTA 58°C
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Lokus Primer 1 (5¢-3%) Primer 2 (5¢-3¢) Temp.
Gal2 CTAAGTTAATCCTCATAATCCTA TCAGCAATTTAGCCAGCCAAAA 58°C
Gal3 ACCTATTATTAACAAGGGAGGA TCTAAGGGATAACTTGAAGTATT 58°C
Gal4 ACATGCAATGGATGATGAGCA TGCTCAGACTCTGTGCTTTAA 58°C
Gal5 ACTAATTTTCATAATTCATTCAGC TGATGATCTGAATCTAATAAGTC 58°C

2.3.5. Weiterbearbeitung und Auswertung von SINE-PCRs

Sofern entsprechende PCR-Produkte fur die einzelnen Loci amplifiziert werden konnten,
wurden diese wie unter 2.2.2.-2.2.4. beschrieben weiterbearbeitet. Die Analyse der Sequenzen
erfolgte mit NCBI Blast 2 Sequences und den Programmen SeqPup und ClustalX (Thompson et
al., 1997). Aufgrund der einfachen Merkmalspolaritat der Marker (An- bzw. Abwesenheit des
SINEs) waren keine weiteren statistischen Auswertungen und Korrekturen der Sequenzen
notwendig. Um aber mogliche Ungleichverteilungen von urspriinglich polymorphen Markern in
Folgelinien (,,Incomplete Lineage Sorting*) ausschlieBen zu konnen, wurde versucht, die

einzelnen Kanten im Baum durch mehrere SINE-Integrationen zu belegen.
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3. Kapitel 1: Molekulare Phylogenie der Halbaffen (Strepsirrhini)

3.1. Einleitung

Die Halb- oder Feuchtnasenaffen (Strepsirrhini) stellen eine der beiden Teilordnungen
der Primaten dar. Wie bereits ihr Name verrat, stellen sie das Zwischenglied zwischen den
eigentlichen Affen (Anthropoidea) und anderen Séugerordnungen dar und weisen daher noch
eine Reihe von urspriinglichen Merkmalen auf, die sie mit anderen Sdugerordnungen, nicht aber
mit hoheren Primaten teilen. Besonders bezeichnend ist das Vorhandensein eines Tapetum
lucidum, das den uiberwiegend nachtaktiven Halbaffen ein verbessertes Sehen bei Dunkelheit
ermoglicht, welches bei den beiden einzigen nachtaktiven Haplorrhini-Gattungen Tarsius und
Aotus fehlt. Ein weiteres Merkmal der Halbaffen ist der Orbitaring, der bei hoheren Primaten
durch eine Orbitahohle ersetzt wurde, ebenso wie der charakteristische Zahnkamm, das
Vorhandensein von mindestens vier Brustwarzen, sowie eines feuchten Nasenspiegels, welcher

auch namensgebend war (Feuchtnasenaffen) (Geissmann, 2002a).

| L!is .
Perodicticus h w?

Arctoce

’ Lemuriformes
Chiromyiformes

Abbildung 5: Verbreitung der Halbaffen.
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Halbaffen besiedeln weite Teile Asiens und Afrikas sowie die Insel Madagaskar (Abb. 5).
Aufgrund ihrer weitreichenden Ausdehnung und langen unabhéangigen Evolution sind eine
Vielzahl von sehr unterschiedlichen Formen entstanden. Ihr Spektrum reicht von Maus-
(Mausmakis) bis hin zu Barengroe (Megaladapis, Subfossil), ebenso gibt es Tag- (Lemuridae,
Indri, Propithecus) wie Nachtaktivitat (alle anderen Gattungen und Familien), oder schnelle
(Galagonidae) bzw. langsame (Loridae) Fortbewegungsmuster. Derzeit werden 89 Arten in
sieben Familien und zwei Infraordnungen anerkannt (Geissmann, 2002a), wobei erst in den
letzten Jahren einige neue Arten hinzu kamen (Groves, 2000; Honess, 1996, 1997; Kappeler et
al., in Préap; Rasoloarison et al., 2000; Thalmann & Geissmann, 2000).

Neben der prinzipiellen Frage nach der Artenvielfalt sind vor allem die
evolutionsbiologischen Zusammenhidnge von Interesse. Ein wichtiges Problem innerhalb der
Halbaffen-Evolution stellt die bisher unzureichend geklarte phylogenetische Position des
Fingertieres (Daubentonia) und die damit verbundene Besiedelungsgeschichte Madagaskars dar.
Aufgrund seiner bizarren Erscheinung und Spezialisierungen wurde das Fingertier
(Daubentonia) ursprunglich in die Ordnung der Rodentia eingegliedert (Linnaeus, 1789), jedoch
spater in die Nahe der Primaten geruckt. Je nach Autor wurde das Fingertier als Schwestergruppe
aller Primaten (Oxnard, 1981), der Halbaffen (Adkins & Honeycutt, 1994; Arnason et al., 1998;
Groves, 1974), der Lemuriformes (Dene et al., 1976; Dutrillaux, 1988; Porter et al., 1995, 1997,
Rumpler et al., 1988; Yoder, 1994; Yoder et al., 1996a,b) oder gar der Indriidae (Schwartz,
1986; Schwartz et al., 1978; Szalay & Delson, 1979) angesehen. Obwohl genetische Daten meist
Hinweise auf eine Schwestergruppenbeziehung von Daubentonia und Lemuriformes liefern,
konnte bisher noch kein definitiver Beweis fur diese Konstellation erbracht werden (Dene et al.,
1976; Dutrillaux, 1988; Porter et al., 1995, 1997; Rumpler et al., 1988; Yoder, 1994; Yoder et
al., 1996a,b). Aufgrund dieser unsicheren phylogenetischen Position und der deutlichen
morphologischen Unterschiede zu anderen Halbaffen-Formen wurde das Fingertier als eigene
Infraordnung Chiromyiformes abgetrennt (Groves, 2001). In Bezug auf die zweite
madagassische Infraordnung, die Lemuriformes sind vor allem Fragen von Bedeutung, die die

Verwandtschaftsverhialtnisse zwischen den vier Familien Lemuridae, Indriidae, Lepilemuridae
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und Cheirogaleidae, sowie die Abspaltungsfolge innerhalb der einzelnen Familien betreffen
(Yoder, 1997).

Die Loriformes konnen dagegen in zwei phéanotypisch klar unterscheidbare Familien
Galagonidae und Loridae unterteilt werden, wobei Galagonidae ausschlielich in Afrika und
Loridae in Afrika sowie Asien vorkommen. Aufgrund dieses Verbreitungsmusters sind bisher
eine Vielzahl an Fragen bezuglich der Besiedelungsgeschichte beider Kontinente unbeantwortet
geblieben. Obwohl eine eindeutige morphologische Unterscheidung zwischen beiden Familien
moglich ist, kann diese mit Hilfe molekulargenetischer Methoden, welche Hinweise auf eine
Schwestergruppenbeziehung von asiatischen Loridae und Galagonidae (Dene et al., 1976) oder
einen gemeinsamen Ursprung der afrikanischen Vertreter (Galagonidae und Perodicticus) zum
Ausschluf} der asiatischen Gattungen (Yoder et al., 2001) lieferten, nicht nachvollzogen werden.
Neben diesen generellen Fragestellungen der Loriformes-Evolution, sind auch die
Verwandtschaftsverhiltnisse innerhalb der beiden Familien von besonderer Bedeutung.
Innerhalb der Loridae betrifft dies vor allem die Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den vier
Gattungen Arctocebus, Perodicticus (beide Afrika) und Loris, Nycticebus (beide Asien). Da auf
beiden Kontinenten eine robuste (Nycticebus, Perodicticus) sowie eine grazile Form (Loris,
Arctocebus) vertreten ist, gestaltet sich die Klarung der Verwandtschaftsverhdltnisse als
schwierig und fuhrte zu einer Reihe von unterschiedlichen phylogenetischen Konstellationen
(Dene et al., 1976; Dutrillaux, 1988; Groves, 1971; Groves, 2001; Hill, 1947; Schwartz, 1992;
Yoder, 1989; Yoder et al., 2001). Mit der Beschreibung einer weiteren Gattung (Pseudopotto)
(Schwartz, 1996) wurde die Beantwortung der phylogenetischen Fragen innerhalb der Loridae
nochmals erschwert. Da die Herkunft der Typusexemplare nur vage bekannt ist und das einzige
bekannte lebende Tier sich in seiner aulleren Morphologie kaum von Perodicticus unterschied,
wird in der vorliegenden Arbeit die Taxonomie von Geissmann (2002a) verwendet und
Pseudopotto nicht anerkannt. Innerhalb der Galagonidae beziehen sich die Fragen vor allem auf
die Verwandtschaftsverhiltnisse zwischen den Gattungen und die Gattungszugehorigkeit
einzelner Spezies-Gruppen, wie zum Beispiel der G. alleni- oder G. zanzibaricus-Gruppe (Nash

et al., 1989).
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Trotz einer stetig wachsenden Zahl von phylogenetischen Studien im Bereich der
Halbaffen, sind bis heute eine Reihe von herausragenden Fragen ihrer Evolution und der damit
verbundenen Besiedelungsgeschichte der Kontinente Afrika und Asien sowie der Insel
Madagaskar durch diese Primatengruppe unbeantwortet geblieben.

Um einige dieser Fragen zu kldren, wurden in der vorliegenden Arbeit zwei
unterschiedliche molekulargenetische Methoden kombiniert. Mit Hilfe vollstiandiger Sequenzen
des mitochondrialen Cytochrom b Gens sollten Verwandtschaftsverhiltnisse vor allem zwischen
nah verwandten Taxa wie Arten und Gattungen geklart werden. Des weiteren dienten die
Sequenzdaten auch der Datierung von phylogenetischen Aufspaltungsereignissen und der
Erstellung einer vorlaufigen Hypothese der Halbaffen-Evolution auf tieferliegenderer Ebene, die
dann mit der zweiten Methode, der Analyse von SINE-Transpositionen iiberpruft werden sollte.
Dazu wurde die Verteilung von SINE-Elementen innerhalb der Primaten untersucht, wobei vor
allem Halbaffen-spezifische Alus (Zietkiewicz et al., 1998) und tRNA-abgeleitete Elemente
(Daniels & Deininger, 1985) zum Einsatz kamen. Durch den An- bzw. Abwesenheitsbeweis
entsprechender Elemente auf Mono- und Multi-Lokus-Ebene sollten somit bestimmte

phylogenetische Verwandtschaftsbeziehungen untermauert werden.

3.2. Material und Methoden

Fur die vorliegende Arbeit wurden insgesamt 145 Halbaffen-Proben gesammelt und
analysiert. Da von einigen Taxa keine Proben erhiltlich waren, wurden 35 bereits publizierte
Sequenzen des mitochondrialen Cytochrom b Gens mit in den Datensatz aufgenommen. So
konnte mit 81 Taxa aus 22 Gattungen das Spektrum der Halbaffen weitreichend abgedeckt
werden. Weiterhin wurden Vertreter anderer Primatenunterordnungen untersucht, die als
AuBengruppen dienten. Details zu den analysierten Proben und Methoden sind aus ,,10. Anhang*

und ,,2. Methoden* ersichtlich.
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3.3. Ergebnisse
3.3.1. Sequenzanalyse des mitochondrialen Cytochrom b Gens

Von allen zur Verfugung stehenden Proben konnten erfolgreich vollstindige Cytochrom
b Sequenzen ermittelt werden.

Das Gen hat bei allen Individuen eine Lange von 1140 bp und wird uberwiegend durch
»AGA* terminiert. In Ausnahmefallen erfolgt die Terminierung auch uber ,,AGG* (P. furcifer,

G. d. murinus), ,,TAA* (M. ravelobensis) oder ,,TAG* (einige Propithecus sp.).

Basenzusammensetzung

Die Analyse der Basenzusammensetzung zeigt eine hohe Variabilitat zwischen den einzelnen
Gattungen, wobei nicht nur sehr distante Taxa unterschiedliche Muster aufweisen, sondern dies
auch zwischen Schwester-Gattungen zum Teil erkennbar ist (Abb. 6). Besonders auffallend ist
dies bei den beiden asiatischen Loridae-Vertretern, Loris (33,0% A, 28,3% C, 11,6% G, 27,1%
T) und Nycticebus (28,6% A, 29,1% C, 13,5% G, 28,2% T). Ebenso weist Phaner (30,1% A,
28,1% C, 12,3% G, 29,6% T) deutliche Unterschiede zu anderen Cheirogaleidae-Gattungen

(29,7-31,3% A, 26,6-28,0% C, 12,1-13,1% G, 28,8-30,6%T) auf.
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Abbildung 6: Durchschnittliche Basenzusammensetzung (in%) der einzelnen Halbaffen-Gattungen und der

verwendeten AuBlengruppe Tarsius
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Innerhalb der Galagonidae (Galago, Otolemur, Galagoides), afrikanischen Loridae
(Perodicticus, Arctocebus), Cheirogaleidae (Microcebus, Mirza, Allocebus, Cheirogaleus) sowie
zwischen Lemuridae (Lemur, Hapalemur, Eulemur, Varecia) und Indriidae (Indri, Propithecus,

Avahi) lassen sich dagegen Ahnlichkeiten in der Basenzusammensetzungen erkennen.

Paarweise Differenzverteilung

Die beobachteten Differenzen zwischen anerkannten Arten liegen bei 2,72-14,45%,
wobei die zwischen Lemur und Hapalemur mit 11,05-12,81% ebenfalls in diesen Bereich fallt.
Paarweise Vergleiche zwischen Gattungen zeigen eine steigende Tendenz mit bis zu 19,56%.
Ausgenommen aus dieser Kategorie ist die Differenz zwischen Phaner und den anderen
Cheirogaleidae-Gattungen mit 19,12-21,23%, welche mit dem genetischen Abstand zwischen
Familien (14,56-23,25%) vergleichbar ist. Die Unterschiede zwischen den Infraordnungen liegen
dagegen bei 19,91-25,88%.
Insgesamt ist eine Klassifizierung in Arten, Gattungen, Familien oder Infraordnungen mit den
ermittelten Differenzen nur bedingt modglich, da nur eine Tendenz zu einem Anstieg der
Differenzen je tiefer die Verzweigungen fallen erkennbar und keine klare Untergliederung in
Kategorien moglich ist. Weitere Details zu paarweisen Differenzverteilungen sind in Abb. 7

graphisch dargestellt.
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Abbildung 7: Beobachtete paarweise Differenzverteilungen in% innerhalb der Halbaffen.

Phylogenetische Rekonstruktionen
Stammbaumrekonstruktionen wurden mit den drei Algorithmen Maximum-Parsimony,
Neighbor-Joining und Maximum-Likelihood und unter Einbeziehung unterschiedlicher

Sequenzevolutionsmodelle erstellt. Um die langen Kalkulationszeiten zu verkiirzen, verblieb im
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finalen Datensatz nur noch jeweils ein Vertreter pro Taxon. In allen Rekonstruktionen wurde die
homologe Sequenz von Tarsius bancanus (AF378365) als AuBlengruppe gewahlt wurde, da
aufgrund der dhnlichen Basenzusammensetzung von Tarsius und Strepsirrhini eine mogliche
Fehlinterpretation der Daten ausgeschlossen werden kann.

Die Baumrekonstruktionen wurden wie unter 2.2.5. beschrieben durchgefuhrt. Fur die NJ-
Kalkulation in PHYLIP wurde dazu das in PUZZLE ermittelte Transitions-Transversions-
Verhaltnis von 4,13 und die ML-Distanzkorrektur verwendet. NJ-Baume in PAUP wurden unter
Annahme des ,,General time-reversal“-Modells und den in MODELTEST geschétzten Werten
fur die Gamma-Verteilung der Raten-Heterogenitit (o = 0,908348) und den Anteil invariabler
Positionen (P_inv = 0,420378) berechnet.

Die aus den Rekonstruktionen abgeleiteten Baumtopologien zeigen utberwiegend identische
Verwandtschaftsverhaltnisse und unterscheiden sich nur durch variierende Bootstrap- bzw.

Quartet Puzzling-Werte (Abb. 9).

Phylogenetische Verwandtschaftsbeziehungen

In samtlichen abgeleiteten Baumtopologien ist eine Gliederung in die drei
Infraordnungen Loriformes, Chiromyiformes und Lemuriformes klar erkennbar und deren
jeweilige Monophylie gut belegt (88-100%). Die Beziehungen der drei Infraordungen zueinander
konnen aber mit dem vorliegendem Datensatz nicht mit Sicherheit aufgelost werden. Obwohl
eine Schwestergruppenbeziehung der beiden madagassischen Infraordungen angedeutet wird, ist
die statistische Unterstiitzung fur diese Konstellation nur in ML-Rekonstruktionen ausreichend
hoch (94%), wogegen die NJ- und MP-Algorithmen niedrige bzw. gar keine Unterstutzung
liefern. Des weiteren zeigt der Maximum Likelihood Ratio Test (Kishino &, Hasegawa, 1989) in
PUZZLE keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier moglichen Gruppierungen an,
wodurch keine der Konstellationen statistisch abgelehnt werden kann (5%-Signifikanz-Level)

(Abb. 8).
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logL=-7474,75 logL=-7474,99 logL=-7475,59 logL=-7485,05

Abbildung 8: Log Likelihood-Werte der vier moglichen Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den

Infraordnungen (Lo: Loriformes, Ch: Chiromyiformes, Le: Lemuriformes).

Innerhalb der Lemuriformes sind die Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen den Familien
ebenfalls kaum aufgelost, weiterhin gibt es keine Unterstutzung fur eine
Schwestergruppenbeziehung von Phaner und anderen Cheirogaleidae-Gattungen, so da3 Phaner
neben den vier Familien eine funfte Hauptgruppe bildet. Im Gegensatz dazu liefert aber der
Datensatz schwache Hinweise auf eine Verwandtschaft der Indriidae und Lemuridae. Die
Monophylie und Abspaltungsfolge innerhalb der einzelnen Familien dagegen ist klar
aufgegliedert und meist gut statistisch belegt.

Der gemeinsame Ursprung der Lemuridae ist durch Bootstrap- bzw. Quartet Puzzling-
Werte von 69-96% untermauert. Innerhalb der Lemuridae stellt Varecia die erste Abspaltung
dar, gefolgt von Eulemur, wobei Hapalemur und Lemur die jungste Aufspaltung bilden. Die
beschriebenen Verwandtschaftsbeziehungen und auch die Monophylie der einzelnen Gattungen
sind mit Ausnahme der ML-Rekonstruktionen, die keine Auflosung zwischen
Lemur/Hapalemur, Eulemur und Varecia zulassen, iiberwiegend gut belegt (85-100%). Die
Abzweigung der Gattung Hapalemur von Lemur dagegen wird bei allen Algorithmen nur durch
52-57% gestutzt. Die phylogenetischen Verwandtschaftsverhéltnisse innerhalb von Hapalemur
und Varecia konnen mit hoher Wahrscheinlichkeit aufgeklart werden. So trennt sich innerhalb
der Gattung Hapalemur zuerst H. simus ab, spater dann H. aureus und zuletzt erst H. griseus von
H. meridonalis. Bei Varecia wurden vier sehr unterschiedliche Haplotypen untersucht, die eine
Paraphylie der schwarz-weillen Varis (Varecia variegata variegata, V. v. subcincta) aufdecken.
Basierend auf der rekonstruierten Phylogenie stellt die nordlichste schwarz-weille Form (V. v.

subcincta) somit den nachsten Verwandten von V. v. rubra dar und die beiden weiteren schwarz-
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weillen Formen die Schwestergruppen dazu. Die Verhéltnisse zwischen den funf Eulemur-Arten
dagegen konnen kaum aufgelost werden. Jedoch ist es zumindest moglich, die Monophylie von
Eulemur macaco und Eulemur fulvus zu belegen, wobei in letzterer Art zwei sehr distante,
paraphyletische Gruppen von E. f. rufus entdeckt wurden.

Innerhalb der Indriidae konnen die Verzweigungen zwischen den drei Gattungen nicht
aufgeschlusselt, die jeweilige Monophylie von Avahi und Propithecus jedoch klar bewiesen
werden (98-100%). Die Gattung Propithecus kann zudem in die zwei unterschiedlichen
Artgruppen P. diadema und P. verreauxi/P. tattersalli unterteilt werden. P. verreauxi bildet eine
paraphyletische Art, in dem P. v. coquereli die Schwestergruppe zu P. tattersalli darstellt.

Innerhalb der Cheirogaleidae (ohne Phaner) spaltet sich Cheirogaleus als erstes ab,
gefolgt von Allocebus, wobei die Trennung von Mirza und Microcebus zuletzt erfolgt. Obwohl
die Monophylie der jeweiligen Gattungen gut belegt ist (88-100%), sind die Beziehungen
zueinander nicht besonders stark untermauert. So ist der gemeinsame Ursprung von Allocebus,
Mirza und Microcebus zum Ausschlull von Cheirogaleus nur durch Bootstrap- oder Quartet
Puzzling-Werte von 50-69% gestutzt. Ahnliches gilt fur die Schwestergruppenbeziehung von
Mirza und Microcebus: in NJ- und MP-Rekonstruktionen findet diese Konstellation nur 55-68%
Unterstutzung, wogegen in ML-Bdumen die Verhdltnisse zwischen beiden Gattungen und
Allocebus gar nicht aufgelost werden. Innerhalb von Cheirogaleus wurden vier unterschiedliche
Formen untersucht. Im Gegensatz zur eindeutig bewiesenen Monophylie von C. medius und
einer noch unbeschriebenen Art (92-100%), konnen die Beziehungen zwischen dieser Gruppe,
C. major und C. crosselyi nicht mit Sicherheit geklart werden. Die Gattung Microcebus unterteilt
sich in zwei sehr unterschiedliche Hauptgruppen, die jeweils gut unterstiitzt sind (91-100%).
Eine davon beinhaltet M. murinus und M. griseorufus, die andere alle weiteren Arten. Innerhalb
dieser zweiten Gruppe bildet M. ravelobensis die tiefste Abspaltung, gefolgt von M. tavaratra.
Die letzte Verzweigung erfolgt schlieBlich zwischen zwei weiteren Untergruppen, bestehend

einerseits aus M. sambiranensis und M. rufus von Tampolo und andererseits aus M. berthae, M.
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Eulemur rubriventer

E. mongoz

E. fulvus albifrons *

E. /. rufifrons

E. f. rufus

E. f. collaris *

E. maecaco macaco

E. m. flavifions

E. coronatus
Hapalemur meridonalis
H. griseus griseus

H. g. occidentalis

H. aureus

H. simus

Lemur catta

Varecia variegata rubra
Vv subcincta

Vv variegata 1

Vv variegata 2
Propithecus tattersalli
P verreauxi coquereli

P v verreauxi

P v. coronatus

P diadema diadema

P d. edwardsi

Indri indri

Avahi occidentalis

A. laniger

Cheirogaleus medius

C. sp. de novo.

C. crosselvi

C. major

Allocebus trichotis
Mirza coquereli

M. sp. de novo.
Microcebus myoxinus ™
M. berthae

M. rufus - Andasibe

. rufits - Ranomafana *
M. sambiranensis *

M. rufis - Tampolo *
M. tavaratra ®

M. ravelobensis *

M. murinus

M. griseorufits *

Phaner furcifer pallescens
Lepilemur dorsalis

L. seprentrionalis

L. edwardsi

L. ruficaudatus

L. ruficaudatus - Kirindy
L. leucopus
Dautbentonia madagascariensis
Otolemur crassicaudatus
O. garnetti

Galago cameronensis
. gabonensis

G. senegalensis

G. s. senegalensis

G. moholi

Euaticus elegantulus
Galago matschie *

G. zanzibaricus

G. granti

Galagoides demidoff'1
G. thomasi

G. demidoff 2

G. d. murinus
Perodicticus potto edwardsi
P p. ibeanus

P p. potto

Arctocebus calabarensis
Nyeticebus javanicus

I. bengalensis

/. menagensis

/. coucang

N. pyvgmaeus

Loris tardigradus tardigradus
L. t. nycticeboides

L. Ivdekkerianus lvdekkerianus
L. I nordicus

Tarsius bancanus *

Abbildung 9: 50%-Mehrheitsregel-Konsensus-Baum basierend auf ML-, NJ- und MP-Rekonstruktionen. Zahlen im

Baum geben Quartet Puzzling- bzw. Bootstrap-Werte in% an (oben: ML; Mitte: NJ, unten: MP). “-* bezeichnet

Werte unter 50%. Die mit * markierten Arten sind durch bereits publizierte Sequenzen reprasentiert (siche Anhang).
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myoxinus sowie M. rufus von Ranomafana und Andasibe. Die Beziehungen zwischen letzteren
Formen wird aber mit den zur Verfugung stehenden Sequenzdaten nicht aufgelost.

Die funf untersuchten Lepilemur-Arten konnen in zwei Gruppen untergliedert werden.
Die beiden nordlichsten Arten (L. septentrionalis, L. dorsalis) bilden dabei die Schwestergruppe
zu den restlichen Formen, von denen sich L. leucopus als erstes abspaltet. Die
Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den ubrigen Taxa deuten eine Paraphylie von L.
ruficaudatus an, indem ein Vertreter aus Kirindy die Schwestergruppe zu L. edwardsi und einem
zweiten L. ruficaudatus mit unbekannter Herkunft bildet.

Die Loriformes gliedern sich in die drei Hauptgruppen Galagonidae, afrikanische und
asiatische Loridae auf. Die Verwandtschaftsbeziehungen der Gruppen zueinander sind aber
durch den vorliegenden Datensatzes nur schwach angedeutet. So ist die
Schwestergruppenbeziehung von afrikanischen Loridae und Galagonidae zum Ausschlufl der
asiatischen Loridae durch Werte von 58-88% (NJ, ML) gering bzw. gar nicht (MP) untermauert.
Die Monophylie der jeweiligen Gruppen dagegen ist mit Ausnahme der MP-Baume, die keinen
gemeinsamen Ursprung von Loris und Nycticebus belegen, meist gut unterstuitzt (59-100%).

Die asiatischen Loridae sind weiterhin in die beiden monophyletischen Gattungen Loris
und Nycticebus unterteilt. Die statistische Unterstutzung hierfur und fur die Konstellationen
innerhalb der Gattungen liegen zwischen 64 und 100%. Innerhalb von Nycticebus spaltet sich
zuerst N. pygmaeus ab, spater dann N. coucang, gefolgt von N. menagensis; als letztes trennen
sich N. javanicus und N. bengalensis.

Die afrikanischen Loridae setzen sich ebenfalls aus zwei Gattungen zusammen, deren
gemeinsamer Ursprung in ML- und NJ-Rekonstruktionen eindeutig belegt ist. Innerhalb von
Perodicticus spaltet sich die westlichste Unterart, P. p. potto als erstes ab, wobei die Ostlichste
Unterart (P. p. ibeanus) und die aus dem westlichen Zentralbereich (P. p. edwardsi) die
rezenteste Verzweigung bilden.

Die 15 untersuchten Taxa der Familie der Galagonidae konnen in drei Spezies-Gruppen
oder Gattungen unterteilt werden. Obwohl die Monophylie der Familie gut untermauert ist (89-

100%), ist die Schwestergruppenbeziehung von Galagoides zu Galago/Otolemur nur schwach
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belegt (50-75%). Dagegen sind die Verhaltnisse innerhalb der drei Gattungen statistisch gut
unterstitzt. Innerhalb von Galago spaltet sich zuerst die G. zanzibaricus-Gruppe (G.
zanzibaricus, G. granti) ab, spater dann eine Gruppe mit Euoticus elegantulus und G. matschie.
Die Aufspaltung von G. moholi, G. senegalensis und G. s. senegalensis stellt schlieBlich die
rezenteste dar. Die Schwestergruppe zu Galago bilden die Vertreter von Otolemur und der G.
alleni-Gruppe (G. cameronensis, G. gabonensis), deren gemeinsamer Ursprung eindeutig
untermauert ist (92-98%). Von der Gattung Galagoides wurden vier sehr unterschiedliche Taxa
bearbeitet, wobei drei davon G. demidoff angehoren. Basierend auf den phylogenetischen
Rekonstruktionen stellt G. demidoff 1 die Schwesterart von G. thomasi und G. demidoff 2 die

von G. d. murinus dar.

3.3.2. SINE-Transpositionen als molekular-kladistische Marker

Als Ausgangspunkt fur die Analyse von Transpositionsereignissen wurden zwei bereits
beschriebene SINE-Elemente gew#hlt. Es handelt sich dabei um ein tRNA-abgeleitetes
Monomer, welches fur Otolemur und Galago beschrieben war (Daniels & Deininger, 1985) und
ein Halbaffen-spezifisches Alu, gekennzeichnet durch eine 2 bp-Deletion (Zietkiewicz et al.,
1998). Um die Repriasentanz dieser Elemente innerhalb der Ordnung der Primaten zu testen,
wurden Southern-Blot-Analysen und anschlieBende Hybridisierungsversuche mit den
spezifischen tRNA- und Alu-Sonden durchgefuhrt. Die dabei erzielten Ergebnisse zeigen, dal}
das Monomer nicht nur in den beiden Galagonidae-Gattungen, sondern in allen Loriformes und

das Alu-Element in allen Halbaffen vorhanden ist (Abb. 10).
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Abbildung 10: Southern-Blot-Analysen. Obere Bilder zeigen die Sau3Al geschnittene und im Agarose-Gel (mit
Ethidiumbromid) aufgetrennte DNA der untersuchten Primaten-Gattungen. Untere Bilder zeigen die Ergebnisse der
Hybridisierung. Links: tRNA-Probe mit einer erwarteten Stringenz von etwa 90%; rechts: Alu-Probe mit einer

erwarteten Stringenz von etwa 70%.

Basierend auf den Ergebnissen der Hybridisierungsversuche wurden genomische Banken
von funf Halbaffen-Arten erstellt. AnschlieBend wurden die beiden Banken der Loriformes-
Vertreter Loris und Perodicticus mit der Monomer-Probe und die drei Banken der
Lemuriformes-Vertreter Lemur, Propithecus und Daubentonia mit der Alu-Probe nach
entsprechenden Elementen abgesucht. Nach Uberprifung der Fragmentgroflen und erneuter
Hybridisierung der positiven Klonen, wurden doppelt-positive sequenziert. Die dabei erzielten
Sequenzinformationen wurden mit Hilfe des RepeatMasker-Programms nach SINE-
Integrationen und den flankierenden direkten Wiederholungen hin abgesucht. Um die Primer-
Konstruktion zu erleichtern, wurde mit der BLAST-Option in NCBI versucht, homologe
Information fur entsprechende Sequenzen zu finden. Da dies aber meist nicht moglich war,

wurde die Primer-Wahl willkurlich getroffen. Auf diese Weise konnten 22 PCR-Systeme fur
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Propithecus, 14 fur Lemur, 13 fur Daubentonia, 18 fur Loris und 22 fur Perodicticus erstellt
werden.

Neben den auf eigenen Sequenzdaten basierenden PCR-Systemen, wurden weitere fur bereits
publizierte Daten konstruiert. Die dazu verwendeten Sequenzen stammen von Lemur catta
(AC123542, AC123543, ACI123544, AC123970, AC123971, ACI124160, AC124161,
AC133072, AC133073, AC133928, AC134315, AC134316), sowie von Galago und Otolemur
(U60902, X03335, X55914, X55921). Auf diesem Weg konnten 49 weitere Systeme fur Lemur

und funf fur Galago/Otolemur erstellt werden.
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Abbildung 11: Beispiele fur zwei Spezies-uibergreifende PCR-Amplifikationen (HL1, links) und (Mad2, rechts).
HL1: Lemur und Hapalemur haben eine Alu-Integration, alle anderen untersuchten Gattungen dagegen besitzen am
orthologen Lokus diese nicht. Mad2: Die funf madagassischen Formen besitzen an diesem Lokus eine Alu-
Integration, die bei Loriformes und hoheren Primaten nicht vorhanden ist. Die variierenden Fragmentlingen

innerhalb der madagassischen Taxa werden durch unterschiedlich lange Deletionen hervorgerufen.

Um einen klaren An- bzw. Abwesenheitsbeweis fur die jeweiligen SINE-Integrationen zu
erhalten, wurden die 143 Loci Spezies-ubergreifend auf Integrationen hin uiberpruft. Die dafur
verwendeten Taxa wurden fur jeden Lokus moglichst reprasentativ gewéhlt, so da} sie einen
klaren Beleg fur einen gemeinsamen Ursprung zweier oder mehrerer Taxa zum Ausschluf des
nachst verwandten Taxons ergaben (Abb. 11).

Von den 143 untersuchten Loci konnte nur fur 35 dieser eindeutige An- bzw.

Abwesensheits-Beweis erbracht werden; in allen anderen Fillen gelang zwar meist die
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Amplifikation der Integrations-enthaltenden PCR-Produkte, jedoch nicht die der AuBBengruppen.
Mboglicher Grund hierfur ist die fruhe Aufspaltung der Halbaffen und die damit verbundene
lange unabhéangige Evolution einzelner Linien, so dafl haufig nicht ausreichend konservierte
Regionen fur die Primer-Wahl gefunden werden konnten.
Die 35 Loci, die auf PCR-Ebene eine Definition von Verwandtschaftsverhaltnissen erlaubten,
wurden anschliefend sequenziert, um somit die Ergebnisse auch auf Sequenz-Ebene verifizieren
zu konnen. Dabei wurden bei einigen Loci neben den bereits bekannten Elementen weitere
SINE-Integrationen gefunden, wovon einige ebenfalls als kladistische Marker Verwendung
fanden. Insgesamt konnten so 49 unterschiedliche SINE-Integrationen entdeckt werden, wobeli es
sich mit Ausnahme der zufallig gefundenen Integration im Lokus MM1 ausschlieBlich um Alus
oder tRNA-abgeleitete Elemente handelt. Der MM1-Lokus dagegen besitzt eine kurze
Integration von nur 37 bp. Sequenzvergleiche mit bekannten transposablen Elementen haben
ergeben, dall das Fragment eine 40%-ige Ubereinstimmung mit einer der beiden internen
Promotoren (A-Box) von Alus aufweist.

Fur die Monophylie der Strepsirrhini wurden drei Marker (Strl1-3) gefunden, wobei in
Strl zwei weitere Elemente entdeckt wurden: eines davon ist in allen Lemuriformes, das zweite
nur in Cheirogaleidae (mit Phaner) vorhanden. Der gemeinsame Ursprung der beiden
madagassischen Infraordnungen Chiromyiformes und Lemuriformes ist durch zwei Marker
belegt (Mad1-2). Zusitzlich zu dem Madagaskar-Monophylie-Marker in Madl konnte eine
weitere Integration in allen Galagonidae-Gattungen beschrieben werden. Innerhalb der
Lemuriformes konnten die Verwandtschaftsverhiltnisse zwischen den Familien kaum aufgelost
werden, zumindest fand sich aber ein Marker (LI1), der Hinweise auf eine
Schwestergruppenbeziehung von Lemuridae und Indriidae liefert. Die Monophylie der Familien
Lemuridae und Indriidae ist jeweils durch vier Integrationen (Leml-4, Ind1-3) eindeutig
bewiesen. Innerhalb der Lemuridae wurden vier weitere SINEs gefunden, die einerseits die
Monophylie von Hapalemur und Lemur (HL1-3) und andererseits die von Lemur/Hapalemur
und Eulemur zum Ausschluf} von Varecia (HLE1) belegen. Innerhalb der Cheirogaleidae fand

sich ein Marker (MM1), der Hinweise auf eine Schwestergruppenbeziehung von Mirza und
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Microcebus liefert. Der gemeinsame Ursprung der Loriformes konnte durch drei Marker (LoF1-
3) bewiesen werden. Zusiatzlich wurde in LoF3 eine Integration bei Loris und Nycticebus
gefunden. Innerhalb der Loriformes belegen eine Vielzahl von SINE-Elementen die Monophylie
der beiden traditionell anerkannten Familien Galagonidae und Loridae. Fur die Loridae wurden
drei (Lorl-3) und fur die Galagonidae sechs Marker (Gall-5, Madl) gefunden, wodurch die
Monophylie der beiden Familien klar belegt ist. Zusatzlich wurden weitere Integrationen in Lor3
bei Arctocebus und Lor2 bei Loris und Nycticebus gefunden. Der gemeinsame Ursprung der
beiden asiatischen Gattungen Loris und Nycticebus konnte zusatzlich zu den beiden bereits
genannten Marker noch durch vier weitere untermauert werden (LNI1-4). Neben den
Monophylie-Markern in LN1-4 wurde bei Arctocebus eine zusatzliche Integration in LN1 und
LN4, bei Nycticebus in LN1 und LN2 und bei Galago moholi und G. senegalensis in LN?2
gefunden. Der gemeinsame Ursprung der beiden afrikanischen Loridae Arctocebus und
Perodicticus konnte durch Integrationen an zwei Loci belegt werden (PA1-2), wobei in PA2
zwei unabhiangige Transpositionsereignisse stattfanden. Des weiteren wurde in PA2 eine
zusatzliche Integration bei Loris entdeckt. Weitere Details zu den einzelnen Loci und

Integrationen und deren phylogenetische Position sind in Tab. 3 und Abb. 12 aufgefuhrt.

Tabelle 3: Liste der 49 untersuchten Integrationen und ihre Verteilung innerhalb der getesteten Primaten (aufgeteilt

nach Marker-Gruppen).

Strepsirrhini-Monophylie

Lokus Mic Che Pha Lep Pro Lem Dau Nyc Per Gal Oto Cal Pap Mac Pan Hom

Strl + + + + + + o+ o+ o+ o+ - -
Str2 + o+ + - -

Str3 + + + - - -
Madagaskar-Monophylie

Lokus Mic  Che Lep Pro Lem Dau Nyc  Per Gal Oto Ges Cal Hom

Madl + + + + + - - - - - -
Mad2  + + + + + - - -
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Tabelle 3: Fortsetzung

Innerhalb Loriformes

Lokus

Mic Che Lep Pro Lem Var Dau Lor

Nyc Per

Arc GM GS GZ Oto Ges Cal Hom

LoF1
LoF2
LoF3
LoF3
Lorl
Lor2
Lor2
Lor3
Lor3
LN1
LN1
LN1
LN2
LN2
LN2
LN3
LN4
LN4
PA1
PA2
PA2
PA2
Gall
Gal2
Gal3
Gal4
Gal5
Madl

+ + + + + +

+

+ + + + + +

+ + -
+ + -
+

+ + + + +
+ + + + + +
+ + + + + +

Innerhalb Lemuriformes

Lokus

Mic Mir

Che Pha

Lep Pro

Ava Lem Hap Eul

Var

Dau

Nyc Per Gal Cal Pap Mac Pan Hom

Strl
Strl
MM1
LIl
Ind1
Ind2

Ind3

=+
=+

+ + +

+ +

+

+ + + +

+

+
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Lokus Mic Mir All Che Pha Lep Pro Ava Lem Hap Eul Var Dau Nyc Per Gal Cal Pap Mac Pan Hom

Ind3 - -+ + - -
Leml - - -
Lem?2 - - -

Lem3 - - -

+ + + +

Lem4 - - -

HLE1

+ + + + +

HL1

HL2

+ + + + + + + +
+ + + + + + + +

HL3

Anwesenheit von Integrationen ist durch ,,+* gekennzeichnet; Abwesenheit dagegen mit ,,-*.

Abkurzungen bezeichnen untersuchte Gattungen: Mic: Microcebus, Mir: Mirza, All: Allocebus, Che: Cheirogaleus,
Pha: Phaner, Lep: Lepilemur, Pro: Propithecus, Ava: Avahi, Lem: Lemur, Hap: Hapalemur, Eul: Eulemur, Var:
Varecia, Dau: Daubentonia, Nyc: Nycticebus, Lor: Loris, Per: Perodicticus, Arc: Arctocebus, GM: Galago moholi,
GS: Galago senegalensis, GZ: Galago zanzibaricus, Gal: Galago, Oto: Otolemur, Ges: Galagoides, Cal: Callithrix,
Pap: Papio, Mac: Macaca, Pan: Pan, Hom: Homo

Haplorrhini

— Galagoides
—— Galago

Gall -5, Madl1 LN2

Orolemur

“-— Arctocebus
L] Lor3,
PAl-2 I_—LN Li Perodicticus

LoF1-3 t(RNA

_ — Loris
THNEN PA2 .
LoF3, Lor2 —— Nyctlcebus
LNI1-4 LNI-2

Strl1-3 Al

Daubentonia

. — Avahi
Ind1-3  — Propithecus

Hapalemur

Mad 12 e HLL3 e [ ey

L Eulemur
Leml1-4

Varecia
— Lepilemur

Strl

Mirza

MM 1 Microcebus
Allocebus
Cheirogaleus
Phaner

Strl

Abbildung 12: Phylogenetische Position der Marker. Schwarze Blocke bezeichnen Multi- (Southern Blot-

Analysen), die grauen Balken dagegen die Mono-Lokus-Marker (siehe Tab. 3).
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3.3.3. Berechnung von Aufspaltungszeiten

Die Basis fur die Datierung von Aufspaltungsereignissen stellte ein verkleinerter
Datensatz mit 34 Taxa dar. Um mogliche Unterschiede in der Sequenzevolution des
vorliegenden Datensatzes zu erkennen, wurde der relative Raten-Test in RRTree sowie fur alle
ML-Rekonstruktionen der Molecular Clock Likelihood Ratio Test in PUZZLE durchgefuhrt. Da
die ersten beiden Positionen der Kodons meist selektoniert sind und zudem der relative Raten-
Test teilweise signifikante Unterschiede in den Raten (P < 0,05) einzelner Linien aufzeigte,
wurden fur die Datierung ausschlielich dritte Positionen verwendet. Weiterhin ergaben die in
PUZZLE durchgefuhrten Tests, dal die Sequenzevolution der dritten Positionen einer
molekularen Uhr entspricht (Annahme molekulare Uhr: log L -9360,69; Annahme keine
molekulare Uhr: log L. —9339,19) und somit der Datensatz zur Datierung geeignet ist. Die dafur
verwendeten Kantenldngen wurden in PUZZLE unter Vorgabe der aus mitochondrialen und
retropositionellen Daten ermittelten Baumtopolgie und des HKY-Modells berechnet und die
Aufspaltungszeiten anschlieend manuell kalkuliert.

Da kaum Fossilfunde den Ursprung der Primaten bzw. der Halbaffen belegen, gibt es
keine klaren Referenzpunkte, die einen Ausgangspunkt fur Datierungen liefern konnten. In
bisherigen Arbeiten wurde eine Verzweigung von Loriformes und madagassischen Formen auf
etwa 61 Millionen Jahre (Mio) geschitzt (Yoder et al., 1996b). Basierend auf den wenigen
Fossilfunden und statistischen Berechnungen geht man jedoch heute davon aus, daf} der letzte
gemeinsame Vorfahr der Halbaffen bereits vor etwa 80 Millionen Jahre gelebt haben muf
(Martin, 2003; Tavaré et al., 2002). Da keine eindeutigen Referenzpunkte vorhanden sind,
wurden die Baume in dieser Arbeit mit 50, 61 und 80 Mio kalibriert. Nimmt man diese Zeiten
fur die Aufspaltung von Loriformes und madagassischen Formen an, ergibt sich fur die dritten
Positionen des Cytochrom b Gens eine Evolutionsrate von 24,12 x 10, 19,77 x 10 und 15,08 x
10 Substitutionen/Position/Jahr.

Demnach kann es nach der Trennung von Loriformes und den beiden anderen
Infraordungen vor etwa 61 (50-80) Millionen Jahren (Mio) zu einer ersten Verzweigung auf

Madagaskar vor 53 (44-70) Mio in die zwei Infraordnungen Lemuriformes und Chiromyiformes
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Daubentonia madagascariensis
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N. pygmaeus
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Abbildung 13: Aufspaltungszeiten errechnet anhand eines ML-Baumes. Der schwarze Kreis gibt die

Referenzwerte; die grauen Kreise die ermittelten Zeitpunkte fur die jeweiligen letzten gemeinsamen Vorfahren an.

(Abb. 13). Die Lemuriformes teilten sich dann vor etwa 37 (30-49) Mio in die zwei Gruppen
Lepilemuridae/Cheirogaleidae und Indriidae/Lemuridae auf. Die Aufspaltung in die einzelnen
Familien fand kurz danach vor etwa 35 (29-46) Mio bzw. 32 (26-42) Mio statt. Innerhalb der
Cheirogaleidae mul} es zu einer sehr baldigen Abspaltung der Gattung Phaner gekommen sein,

da die Trichotomie zwischen Phaner, allen anderen Cheirogaleidae und Lepilemur nicht
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aufgelost ist. Der letzte gemeinsame Vorfahr der uibrigen Cheiroglaecidae-Gattungen lebte
dagegen erst vor etwa 28 (23-26) Mio; vergleichbar mit denen der Lemuridae (22 (18-29) Mio)
und Indriidae (21 (17-28) Mio). Innerhalb der Loriformes kam es vor etwa 49 (40-64) Mio zu
einer Verzweigung in die beiden Familien Galagonidae und Loridae. Die letzten gemeinsamen
Vorfahren der jeweiligen Familien lebten vor 24 (20-32) Mio und 40 (33-53) Mio. Die
asiatischen Vertreter unterteilten sich schlieBlich vor etwa 33 (27-44) Mio in die beiden
Gattungen Loris und Nycticebus und somit deutlich fruher als die beiden afrikanischen

Gattungen (23 (19-30) Mio).

3.4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals alle anerkannten Gattungen und eine Vielzahl
an Halbaffen-Arten molekulargenetisch untersucht. Die beiden kombinierten Methoden
erbrachten uiberwiegend identische und eindeutige Ergebnisse, so daB} einige wichtige Fragen
ihrer Evolutionsgeschichte geklart werden konnten.

Mit den mitochondrialen Daten von 145 Individuen wurden phylogenetische
Stammbaume errechnet. Die auf unterschiedlichen Algorithmen und Sequenzevolutionsmodellen
basierenden Rekonstruktionen zeigten identische Baumtopologien und konnten die
phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen mit uberwiegend hoher statistischer
Unterstutzung auflosen. Ins besondere traf dies auf Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen nah
verwandten Taxa zu, wogegen die der tieferliegenderen Verzweigungen meist nur schwach
unterstutzt wurden oder gar zu fraglichen Konstellationen, wie die zwischen Galagonidae,
afrikanischen und asiatischen Loridae fuhrten. Ein moglicher Grund hierfur konnten die
vermuteten Radiations-artigen Aufspaltungen einiger Gruppen sein (Yoder, 1997), die mit den
vorliegenden Daten nur schwer aufgelost werden konnen. Weiterhin ist zu beachten, daf} die
zwischen Gattungen stark variierende Basenzusammensetzungen des Cytochrom b Gens, die auf
einen Mitochondrien-spezifischen, gerichteten Mutationsdruck zuriick zufuhren ist, einen
moglichen Einflul auf Stammbaumrekonstruktionen ausiibt, wodurch es zu artifiziellen

Gruppierungen von phylogenetisch nicht verwandten Taxa aufgrund &dhnlicher
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Basenzusammensetzungen kommen kann (Schmitz et al., 2002b; Tarrio et al., 2001). Da aber
nur geringe Unterschiede in der Basenzusammensetzung innerhalb von Gattungen entdeckt
wurden, durften diese kaum Auswirkungen auf die erstellten Phylogenien nah verwandter Taxa
haben.

Die auf den mitochondrialen Sequenzdaten basierenden Stammbaumrekonstruktionen wurden
somit uberwiegend zur Klarung phylogenetisch jungerer Verzweigungen eingesetzt. Zudem
dienten sie der Datierung von Aufspaltungszeitriumen und der Erstellung einer vorlaufigen
Hypothese fur tiefer liegendere Verzweigungen. Mit der Analyse von Transpositionsereignissen,
die Spezies-ubergreifend auf ihre Reprasentanz innerhalb der Primaten hin getestet wurden,
sollten die auf mitochondrialen Daten basierenden Phylogenien iberpriift werden. Aufgrund des
rein zufalligen und nicht revertierbaren Integrationsverhaltens und der damit verbundenen
eindeutigen Merkmalspolaritat, wurden die durch SINE-Transpositionen belegten
Verwandtschaftsverhiltnisse als wahre Phylogenie gewertet und somit von ihrer Aussagekraft
her uber die durch mitochondriale Daten ermittelten Verwandtschaftsbeziehungen gestellt.
Zudem wurden keine Ungleichverteilungen von ursprunglich polymorphen Markern in
Folgelinien (,,Incomplete Lineage Sorting*) aufgedeckt, so da3 mit diesem Markersystem keine

widerspruchlichen Phylogenien erzielt wurden.

Phylogenie und Taxonomie der Strepsirrhini

Der gemeinsame Ursprung der Halbaffen konnte klar anhand von vier Markern belegt
werden. Obwohl die Monophylie der Lemuriformes und Loriformes durch Sequenzinformation
und SINE-Transpositionen ebenfalls bewiesen ist, konnten die Verwandtschaftsverhéltnisse
zwischen den drei Infraordungen durch mitochondriale Daten nur angedeutet werden. Die dabei
erhaltenen Hinweise auf eine Schwestergruppenbeziehung der beiden madagassischen Gruppen
Chiromyiformes und Lemuriformes wurden aber durch zwei kladistische Marker eindeutig
belegt und konnten somit die vermutete Phylogenie bestatigen (Dene et al., 1976; Dutrillaux,

1988; Martin, 2000; Porter et al., 1995; Yoder et al., 1996a,b).
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Die Klarung der Aufspaltungsfolge innerhalb der Lemuriformes war aber, wie in
bisherigen Arbeiten auch, mit keiner der beiden Methoden moglich. Lediglich ein Marker, der
eine enge Verwandtschaft von Lemuridae und Indriidae belegt, konnte ermittelt werden. Da
bisher nur wenige Indizien fur einen gemeinsamen Ursprung der beiden einzigen rein solitiren
und zumindest teilweise tagaktiven (mit Ausnahme von Avahi) Halbaffen-Familien beschrieben
sind (DelPero et al., 2001; Dene et al., 1976), stellt der hier gefundene Marker eine wichtige
Basis fur die Untersuchung der Entstehungsgeschichte von Sozialitat und Tagaktivitat innerhalb
der Halbaffen dar.

Die Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Familien und Gattungen konnten mit den
beiden Methoden meist gut aufgelost werden und stimmten uberwiegend mit bereits publizierten
Daten tiberein (DelPero et al., 2001; Dutrillaux, 1988; Fausser et al., 2002; Pastorini et al., 2000;
Pastorini et al., 2001a,b; Pastorini et al., 2002; Pastorini et al., 2003; Rumpler , 2000; Rumpler et
al., 1994; Wyner et al., 2000; Yoder, 1994; Yoder & Irwin, 1999; Yoder et al., 1996a,b; Yoder et
al., 2000).

Die Familie Lemuridae unterteilt sich in vier Gattungen, wobei Varecia die tiefste
Verzweigung darstellt und die Trennung von Hapalemur und Lemur zu letzt stattfand (DelPero
et al., 2001; Pastorini et al., 2002, 2003; Wyner et al., 2000; Yoder, 1994; Yoder et al., 1996a,b).
Die Monophylie von Hapalemur ist nur schwach unterstutzt und bestédtigt somit frithere
Ergebnisse (Pastorini et al., 2002, 2003). Moglicherweise haben sich die drei Linien, Lemur, H.
simus und alle anderen Hapalemur sp. innerhalb einer sehr kurzen Zeitspanne voneinander
getrennt, so dafl die genauen Verwandtschaftsverhaltnisse nicht nachvollzogen werden konnen.
Nach der frihen Abspaltung von H. simus, stellt H. aureus die nachste Abzweigung innerhalb
von Hapalemur dar. Die restlichen Formen, die urspriinglich alle als Unterarten von H. griseus
anerkannt wurden (Warter et al., 1987), unterteilen sich weiterhin in die monotypische Art H.
meridonalis und H. griseus, in der alle weiteren Unterarten vereint sind (Fausser et al., 2002).
Die Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen den funf Eulemur-Arten konnten in dieser Studie
nicht geklart werden. Im Gegensatz dazu ergab der Datensatz aber zumindest klare Hinweise auf

die Abspaltungsfolge der E. fulvus-Unterarten, die sich in vier Hauptgruppen (collaris, rufus 1,
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rufus 2, albifrons) unterteilen. Die dabei beobachtete Paraphylie von E. f. rufus wird durch
publizierte Daten bestétigt (Pastorini et al., 2000, 2003) und aufgrund einiger Unterschiede in
Fellfarbung zwischen den Formen wird vorgeschlagen, die sudlichen E. f. rufus als E. f. rufifrons
(Bennett, 1833) abzutrennen (Roos & Ostner, in Prip.). Die untersuchten Haplotypen von
Varecia ergaben eine unerwartete Paraphylie der schwarz-weillen Form, wobei die nordlichste
davon (V. v. subcincta) und V. v. rubra die rezenteste Verzweigung bilden und alle anderen
schwarz-weilen Vertreter Schwestergruppen dazu darstellen.

In der Familie Indriidae sind drei Gattungen anerkannt, deren phylogenetische
Beziehungen auch in dieser Arbeit nicht mit Sicherheit geklart werden konnten. Obwohl eine
angezeigte Schwestergruppenbeziehung von Indri und Propithecus Ergebnisse aus
Chromosomenanalysen (Dutrillaux, 1988) bestdtigen, ist die statistische Unterstiitzung fur diese
Konstellationen gering oder gar nicht vorhanden. Die Verhéltnisse zwischen den Propithecus-
Arten sind dagegen eindeutig belegt. So spaltet sich die Gattung in zwei sehr unterschiedliche
Gruppen P. diadema und P. verreauxi/P. tattersalli auf, wobei P. verreauxi paraphyletisch ist
und P. v. coquereli die Schwestergruppe zu P. tattersalli bildet. Da diese Konstellation auch
durch weitere mitochondriale Daten bestétigt wird (Pastorini et al., 2000a, 2003), konnen
Artefakte ausgeschlossen werden. Bereits in der Beschreibung von P. tattersalli wird darauf
hingewiesen, daf} diese Art Merkmale von P. verreauxi und P. diadema zeigt und es sich somit
um eine mogliche Hybridform handeln konnte (Simons, 1988). Da bisher ausschlieBlich
maternal vererbte Marker untersucht wurden, konnte diese Hypothese aber bisher nicht iberpruft
werden.

Eine der artenreichsten Familien der Halbaffen stellen die Cheirogaleidae dar, die
traditionell in funf Gattungen unterteilt werden (Groves, 2001). Trotz der teilweise schlechten
Auflosung durch die jeweiligen Methoden ergaben beide in Kombination ein klares Bild der
Cheirogaleidae-Evolution, welches mit bereits publizierten Phylogenien ubereinstimmt
(Pastorini et al., 2001b; Rumpler et al., 1994). Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen hat
sich demnach zuerst Phaner abgetrennt. Spater spaltete sich Cheirogaleus und Allocebus ab,

wobei Mirza und Microcebus sich zuletzt voneinander trennten. Aufgrund der groBen
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genetischen Distanz zwischen Phaner und anderen Cheirogaleidae-Gattungen (19,12-21,23%)
und den unterschiedlichen Chromosomenzahlen (Phaner: 2n=46; alle anderen Gattungen:
2n=66) (Rumpler & Albignac, 1973) wird vorgeschlagen, Phaner als eigene Familie Phaneridae
von anderen Cheirogaleidae-Gattungen abzutrennen (Roos et al., in Prap.). Die phylogenetischen
Konstellationen innerhalb der Gattungen konnten iberwiegend aufgelost werden und bestatigten
groftenteils die publizierten Daten (Pastorini et al., 2001b, 2003; Yoder et al., 2000). So wurden
in der vorliegenden Studie erstmals vier unterschiedliche Formen von Cheirogaleus untersucht,
deren Verwandtschaftsverhaltnisse nur bedingt gelost werden konnten. Die genetischen
Distanzen zeigen aber, daf} die Vielfalt von Cheirogaleus nicht nur durch zwei (Tattersall, 1982),
sondern durch mehrere Arten reprasentiert wird (Groves, 2000). Ahnliches gilt fur die Gattungen
Mirza (Kappeler et al., in Prap) und Microcebus (Yoder et al., 2000), welche traditionell in zwei
Arten (M. rufus, M. murinus) unterteilt wurde. Durch detaillierte Studien in den letzten Jahren
wurde aber Microcebus um sechs Arten erweitert (Rasoloarison et al., 2000; Schmid &
Kappeler, 1994; Zimmermann et al., 1998). Die Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen den acht
Arten konnen mit vorliegendem Datensatz iberwiegend gut aufgelost werden. So spaltet sich die
Gattung in eine Gruppe mit M. murinus und M. griseorufus und einer weiteren, in der alle
anderen Arten vereinigt sind, auf. Nach Separierung von M. ravelobensis und M. tavaratra,
verzweigt sich die letztere Gruppe in zwei weitere Teilbereiche mit einerseits M. sambiranensis
und M. rufus aus Tampolo und andererseits mit M. rufus aus Ranomafana und Andasibe, M.
berthae und M. myoxinus.

Die Familie Lepilemuridae mit der einzigen Gattung Lepilemur ist bis heute wenig
erforscht und die Verwandtschaftsverhiltnisse zwischen den Arten nur ansatzweise bekannt. In
dieser Studie konnten funf der sieben derzeit anerkannten Arten untersucht und ihre
phylogenetischen Verhiltnisse zueinander klar aufgelost werden. Die ermittelten Ergebnisse
liefern Hinweise auf eine erste Aufspaltung in die nordlichen (L. septentrionalis, L. dorsalis) und
westlichen/sudlichen Formen (L. edwardsi, L. ruficaudatus, L. leucopus), sowie eine basale

Position von L. leucopus innerhalb letzter Gruppe. Die so dargestellte Phylogenie erscheint zwar
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aus biogeographischer Sicht sinnvoll, kann aber die auf Chromosomen-Analysen basierenden
Verhiltnisse nicht bestdtigen (Rumpler , 2000).

Innerhalb der Loriformes konnten die Verwandtschaftsbeziehungen mit Sequenzdaten
und kladistischen Markern sehr gut aufgeschlusselt werden. Trotz der klaren morphologischen
(Rasmussen & Nekaris, 1998) und chromosomalen (Dutrillaux & Rumpler, 1995) Unterschiede
zwischen Loridae und Galagonidae konnten bisherige molekulare Studien (Dene et al., 1976;
Goodman et al., 1998; Yoder et al., 2001) die Verwandtschaftsbeziehungen zwischen
Galagonidae, asiatischen und afrikanischen Loridae nicht auflosen. Ebenso war lange Zeit
unklar, welche Rolle Morphologie und Biogeographie innerhalb der Loridae-Evolution spielt.
Basierend auf den unterschiedlichen Morphotypen gruppierte Hill (1947) und Schwartz (1992)
die beiden robusten (Perodicticus, Afrika; Nycticebus, Asien) und grazilen Formen (Arctocebus,
Afrika; Loris, Asien), wogegen Groves (1971) die Vertreter der jeweiligen Kontinente
zusammenfalite, was durch bisherige molekulargenetische Arbeiten nachvollzogen werden
konnte (Dene et al., 1976; Goodman et al., 1998; Yoder et al., 2001). Obwohl die hier
verwendeten mitochondrialen Sequenzen eine Schwestergruppenbeziehung von afrikanischen
Loridae-Vertretern und Galagonidae zum Ausschluf} asiatischer Loridae andeuten, konnte mit
Hilfe von drei SINE-Integrationen eindeutig die Monophylie der Loridae bewiesen werden.
Innerhalb der Loridae fanden sich weitere kladistische Marker, die die jeweiligen
Schwestergruppenbeziehungen von afrikanischen und asiatischen Vertreter eindeutig belegen.
Die analysierten Loridae reprasentieren alle wichtigen geographischen Formen von Loris,
Nycticebus und Perodicticus. Die Plumploris-Vertreter spalten sich in funf sehr unterschiedliche
Gruppen auf, deren phylogenetische Beziehungen zueinander statistisch gut gestuitzt sind. Als
erste Form spaltet sich demnach der Zwerg-Plumploris N. pygmaeus ab, gefolgt von N. coucang
und N. menagensis, wogegen die rezenteste Aufspaltung zwischen N. javanicus und N .
bengalensis stattfand. Bei den Schlankloris ist eine klare Unterteilung in die zwei Arten L.
tardigradus und L. lydekkerianus zu erkennen. Bemerkenswert ist jedoch die geringe Variabiltat
innerhalb der Arten, so daf} eine Unterscheidung von beschriebenen Unterarten nicht moglich ist.

Die untersuchten Pottos sind in dieser Studie durch alle drei Unterarten (Groves, 2001) vertreten,
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von denen die westliche Form P. p. potto die Schwestergruppe zu den zentralafrikanischen P. p.
edwardsiund P. p. ibeanus darstellt.

Galagoides

Galago/Euoticus
_: Otolemur
Arctocebus
_|: Perodicticus
— Loris
L Nycticebus
Daubentonia

Varecia
Eulemur

Hapalemur
Avahi

_|: Propithecus
Indri

Phaner

Cheirogaleus
Allocebus

i
Microcebus

Lepilemur

Abbildung 14: Ermittelte phylogenetische Verwandtschaftsbeziechungen zwischen Strepsirrhini-Gattungen.

Die zweite Familie der Loriformes bilden die Galagonidae, deren Monophylie
uberwiegend anerkannt ist und auch in dieser Arbeit durch Sequenzdaten und sechs molekular-
kladistische Marker belegt wurde. Die Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Galagonidae
und ihre Systematik sind aber bis heute nahezu ungekldrt und werden durch Beschreibungen
einiger neuer Arten immer undurchsichtiger (Honess, 1996, 1997). Bisherige Studien aus
unterschiedlichsten Forschungsdisziplinen brachten eine Reihe von Phylogenien hervor
(Crovella et al., 1994; de Boer, 1973; DelPero et al., 2000; Eaglen, 1980; Groves, 2001; Masters
et al., 1994; Nash et al., 1989; Olson, 1979; Yoder et al., 2001; Zimmermann, 1990), die sich
haufig in ihren Ergebnissen unterschieden und somit kaum zur Klarung der
Verwandtschaftsverhiltnisse beitrugen. Mit der Analyse von 15 Taxa konnte in dieser Arbeit
aber erstmals ein statistisch gut unterstutztes Grundgerust fur weitere Studien erstellt werden.
Die untersuchten Arten trennen sich in drei Spezies-Gruppen oder Gattungen auf. Als erste

davon spaltete sich Galagoides ab, in der vier sehr unterschiedliche Taxa untersucht wurden. Da
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nur von zwei Individuen die Herkunft bekannt ist, sind Aussagen uber weitere
Verwandtschaftsverhiltnisse aber kaum moglich. In der zweiten Gruppe vereinigen sich zwei
jeweils monophyletische Gruppen mit einerseits O. garnetti und O. crassicaudatus und
andererseits mit den Vertretern der G. alleni-Gruppe G. cameronensis und G. gabonensis. Die
letzte Gruppe enthilt alle uibrigen Taxa, die sich in weitere drei Untergruppen unterteilen. Die
erste, die sich von den anderen abtrennt, enthilt G. zanzibaricus und G. granti, wobei die
anderen beiden aus G. matschie und Euoticus elegantulus und aus G. senegalensis und G. moholi

bestehen.

Ursprung und Biogeographie der Strepsirrhini

Durch die Kombination der beiden verwendeten Methoden konnten erstmals die
phylogenetischen Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb der Halbaffen eindeutig geklart und
somit ein grundlegendes Fundament fur die Analyse von biogeographischen Zusammenhdngen
innerhalb der Strepsirrhini geschaffen werden.

Um aber die erstellten Phylogenien und daraus abgeleiteten Verbreitungsmuster in
Zusammenhang mit geologischen und klimatischen Verdnderungen zu bringen, mussen ebenfalls
die Aufspaltungszeiten zwischen den zu analysierenden Gruppen bekannt sein. In Bezug auf die
Halbaffen gestaltet sich dies als schwierig, da es kaum Fossilfunde gibt, die einen sinnvollen
Referenzwert zur Kalibrierung molekularer Uhren abgeben konnten. Mit Ausnahme einiger
Subfossilien (z.B: Megaladapis, Pachylemur) wurden auf Madagaskar bisher keine Primaten-
Fossilien gefunden. Bei den Loriformes gibt es zwar einige, jedoch stammen diese iiberwiegend
aus dem Miozian (McCrossin, 1992; Philips & Walker, 2002; Simpson, 1967). Durch die
Entdeckung zweier etwa 37-41 Millionen Jahre alter Fossilien (Karanisia, Saharagalago) in
Agypten geht man heute von einem alteren Ursprung der Loriformes aus (Seiffert et al., 2003).
Urspriinglich schitzte man das Alter des letzten gemeinsamen Vorfahr aller Primaten auf 55-63
Mio (Gingerich & Uhen, 1994; Kay et al., 1997; Shoshani et al., 1996), ein Zeitraum, der haufig
zur Kalibrierung molekularer Phylogenien verwendet wurde (Goodman et al., 1998; Porter et al.,

1995, 1997; Schneider et al., 1993, 1996; Yoder, 1997). Aufgrund der wenigen Fossilfunde ist
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jedoch anzunehmen, daf} dieser sehr viel weiter zuruckliegt (Martin, 2000; Martin, 2003). Mit
einer vergleichenden Analyse mitochondrialer Daten von Primaten und anderen Saugern und
einer Kalibrierung mit den Aufspaltungszeiten zwischen Artiodactyla/Cetacea (60 Mio) und
Rhinocerotidae/Equidae (50 Mio) wurde die Trennung von Strepsirrhini und Haplorrhini auf
etwa 80 Mio geschitzt (Arnason et al., 1996, 1998). Weitere Daten, die auf nukleiren Genen
basierten, zeigten, dafl die Abspaltung der Primaten von anderen Sdugerordnungen vor etwa 90
Mio stattfand (Hedges et al., 1996; Kumar & Hedges, 1998). Zudem wurde mit statistischen
Methoden errechnet, daf} erst etwa 7% aller jemals gelebten Primaten von Fossilien her bekannt
sind und daB der letzte gemeinsame Vorfahr der beiden Primaten-Unterordnungen vor 81,5 Mio
gelebt haben mufl (Tavaré et al., 2002). Aufgrund der grolen Unklarheiten bezuiglich des
Ursprungs der Primaten wurde in dieser Studie der traditionell angenommene Zeitpunkt von 61
Mio (Yoder et al., 1996b), sowie der minimale (50 Mio) und maximale (80 Mio) Zeitpunkt fur
die Aufspaltung von Lemuriformes und Loriformes als Kalibrierungswert verwendet (Martin,
2003).

Dem zu Folge kam es nach der Aufspaltung von madagassischen Formen und Loriformes
vor etwa 61 (50-80) Mio auf Madagaskar zu einer fruhen Abtrennung des Fingertieres
(Daubentonia, Chiromyiformes) von den Lemuriformes vor etwa 53 (44-70) Mio. Die
Infraordnung der Lemuriformes untergliederte sich schlieBlich vor 37 (30-49) Mio in die beiden
Linien Cheirogaleidae/Lepilemuridae und Lemuridae/Indriidae, die sich dann vor 35 (29-46)
Mio bzw. 32 (26-42) Mio in die jeweiligen Familien aufspalteten. Da die Verhiltnisse zwischen
Phaner, anderen Cheirogaleidae und Lepilemur nicht aufgelost werden konnen, hat sich Phaner
vermutlich sehr frith von den anderen Cheirogaleidae abgetrennt. Der letzte gemeinsame Vorfahr
der restlichen Cheirogaleidae-Gattungen dagegen lebte noch vor etwa 28 (23-36) Mio;
vergleichbar mit denen der Lemuridae (22 (18-29) Mio) und Indriidae (21 (17-28) Mio). Die
Loriformes unterteilten sich vor etwa 49 (40-64) Mio in die beiden Familien Galagonidae und
Loridae. Die Aufspaltung der Familien fand vor etwa 24 (20-32) Mio (Galagonidae) und 40 (33-
53) Mio (Loridae) statt. SchlieBlich verzweigten sich die afrikanischen Gattungen der Loridae

vor etwa 23 (19-30) Mio, also deutlich spiter als die asiatischen Gattungen (33 (27-44) Mio). Da
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die hier errechneten Aufspaltungszeiten iberwiegend mit denen aus anderen Arbeiten (Porter et
al., 1997; Yoder et al., 1996a,b; Yoder, 1997) tibereinstimmen, kann davon ausgegangen werden,
dal die vorliegenden Daten ein reales Bild der Evolutionsgeschichte widerspiegeln.
Ausgenommen jedoch sind die sehr unterschiedlichen Datierungen fur den letzten gemeinsamen
Vorfahr von Galagonidae und Loridae, der auf 23 Mio (Porter et al., 1997) oder 50-55 Mio
(Yoder, 1997) geschitzt wird. Insgesamt sollten aber alle errechneten Zeiten nur als grober
Anhaltspunkt gewertet werden, da aufgrund der Unklarheiten bezuglich des Ursprungs der
Primaten bereits eine Kalibrierung kaum moglich ist.

Prinzipiell kommen als Ursprungsgebiete der Halbaffen die beiden Kontinente Afrika
und Asien sowie die Insel Madagaskar in Frage. Nach dem Minimalprinzip scheidet jedoch
Asien aus, da die Besiedelung der anderen beiden Landmassen nur durch drei Auswanderungen
erklart werden kann. So hiatte zuerst Madagaskar besiedelt werden mussen, spater dann Afrika
durch einen Vorfahr der Galagonidae und kurze Zeit darauf nochmals durch
Arctocebus/Perodicticus. Ebenso unwahrscheinlich ist Madagaskar als Ursprungsgebiet der
Strepsirrhini, da es keine Hinweise darauf gibt, da auer Halbaffen und Menschen jemals
andere Primaten auf dieser Insel vorkamen (Yoder, 1997). AuBlerdem gibt es auf Madagaskar
insgesamt nur vier Saugerordnungen (Carnivora, Primates, Rodentia und Insectivora), wobei fur
die madagassischen Carnivora bereits ein gemeinsamer Ursprung und eine afrikanische
Abstammung nachgewiesen werden konnte (Yoder et al., 2003). Somit erscheint eine
Kolonialisierung Madagaskars von auferhalb her auch fur Primaten am wahrscheinlichsten. Als
dritte Moglichkeit kommt Afrika in Frage. Die Besiedlungen der anderen beiden Landmassen
von Afrika aus konnen durch zwei Auswanderungswellen erklart werden. Eine erste hiatte dabei
die Kolonialisierung Madagaskars, die zweite die Asiens zum Ziel gehabt. Nach dem
Minimalprinzip erscheint diese Option als die plausibelste.

Obwohl die prinzipielle Frage nach dem Ursprung der Halbaffen somit geklart ist, bleibt
offen, wie die Besiedelung der beiden anderen Landmassen ermoglicht wurde. Da die Halbaffen
vor etwa 61 (50-80) bis 53 (44-70) Mio auf Madagaskar eintrafen und die Insel bereits seit dem

Auseinanderbrechen von Gondwanaland vor 165 Mio (Rabinowitz et al., 1983) von Afrika
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getrennt war und auch vor etwa 78 Mio die Verbindung mit dem indischen Subkontinent (Storey
et al., 1995) verlor, kann eine Invasion Madagaskars noch wihrend eine Kontinentalverbindung
bestand, ausgeschlossen werden. Die Uberquerung der mehr als 400 km breiten und meist 2000
m tiefen Strae von Mozambique muBite somit auf anderem Wege gemeistert werden.
Mboglicherweise besiedelten die Halbaffen Madagaskar, indem sie sich wédhrend einer
Meeresabsenkung von Insel zu Insel fortbewegten (Tattersall, 1982) oder gar trockenen Fulles
uiber eine bestehende Landbriicke vor 26-45 Mio wanderten (McCall, 1997). Da man im Falle
einer existierenden Landbrucke eine sehr viel hohere Artenvielfalt auf Madagaskar erwarten
wurde (Yoder et al., 2003) und zudem keine eindeutigen geologischen Beweise fur die Existenz
dieser Landbriuicke vorliegen, gilt dieses Szenario als eher unwahrscheinlich (Kappeler, 2000;
Krause et al., 1997). Eine weitere Moglichkeit der Kolonialisierung Madagaskars wird in der
,Rafting“-Theorie beschrieben, wonach Halbaffen auf schwimmenden Vegetationsinseln in
Richtung Madagaskar gedriftet waren (Jolly, 1980; Warren & Crompton, 1996). Gestutzt wird
diese Theorie durch einige Eigenheiten der Halbaffen, insbesondere der Cheirogaleidae, die von
ithrem Verhalten und physiologischen Besonderheiten her dem Vorfahr aller Halbaffen
vermutlich am néachsten stehen (Kappeler, 2000). So verfallen Maus- und Katzenmakis in einen
monatelangen Winterschlaf, wobei sich bis zu 15 Individuen in einem Baumloch versammeln
(Fietz, 1999; Radespiel et al., 1998). Weiterhin besitzen die Cheirogaleidae ein ahnliches
Blutversorgungssystem des GroBhirns (Arteria pharyngea) wie die Loriformes (Charles-
Dominique & Martin, 1970; Martin, 1990), was ebenfalls fur die Urspriinglichkeit dieser Familie
spricht. Basierend auf diesen Besonderheiten ist es durchaus denkbar, dal Cheirogaleidae-
ahnliche Primaten wiahrend ihres Winterschlafes auf einer schwimmenden Vegetationsinsel nach
Madagaskar gedriftet sind.

Die zweite Auswanderung aus Afrika fuhrte zu einer erfolgreichen Besiedelung Asiens
vor mindestens 33 (27-44) Mio und maximal 40 (33-53) Mio durch einen Vorfahr von Loris und
Nycticebus. Die kurzlich entdeckten Fossilien Saharagalago und Karanisia (Seiffert et al., 2003)
lassen vermuten, dafl die Auswanderung aus Afrika vor etwa 38 Mio stattfand; eine Schitzung

die nur gering von den in dieser Arbeit ermittelten Werten abweicht. Da zwischen den beiden
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Kontinenten keine grolen Wasserbarrieren lagen, war der Weg nach Asien iiber Land meist
moglich. Das groBite Hindernis stellte dabei vermutlich das Tethysmeer dar, welches Afrika und
Eurasien voneinander trennte. Moglicherweise wurde diese Barriere wie bei den madagassischen
Vertretern ebenfalls auf driftenden Vegetationsinseln uberquert (Kappeler, 2000). Die
Verzweigung der asiatischen Loridae in die beiden Gattungen Loris und Nycticebus vollzog sich
schlieBlich vor etwa 33 (27-44) Mio, wobei Loris nach Suidindien und Sri Lanka wanderte und
Nycticebus den gesamten suidost-asiatischen Raum besiedelte. Die auf maximal 44 Mio
geschitzte Aufspaltung der beiden Gattungen wire somit etwa zeitgleich mit der Kollision des

indischen Subkontinents mit Asien geschehen (etwa 42 Mio) (Patriat & Segoufin, 1988).

3.5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals alle Gattungen und ein weitreichendes Arten-
Spektrum der Halbaffen molekulargenetisch untersucht. Mit dem Ziel phylogenetische Fragen
innerhalb dieser Primaten-Unterordnung zu klaren, wurden vollstindige Sequenzen des
mitochondrialen Cytochrom b Gens von 145 Individuen und 51 SINE-Integrationen analysiert.
Die mit diesen beiden Methoden ermittelten Ergebnisse waren meist ibereinstimmend und
konnten eine Reihe von bisher unbeantworteten evolutionsbiologischen Fragen innerhalb der
Halbaffen eindeutig beantworten. Ins besondere betrifft dies die nachgewiesene
Schwestergruppenbeziehung von Chiromyiformes und Lemuriformes und der damit
verbundenen Besiedelungsgeschichte Madagaskars, sowie die belegte Monophylie der Loridae
und der jeweiligen Schwestergruppenbeziehung von afrikanischen und asiatischen Loridae-
Vertretern. Basierend auf den rekonstruierten Phylogenien ist anzunehmen, daf} der Ursprung der
Halbaffen in Afrika lag und Asien und Madagaskar durch zwei Auswanderungsbewegungen von
dort aus besiedelt wurden. Die erste davon, die die erfolgreiche Besiedelung Madagaskars zur
Folge hatte, geschah vor 61-53 (44-80) Millionen Jahren (Mio); die zweite Auswanderung fand

schlief8lich vor 33-40 (27-53) Mio statt und fuhrte nach Asien.
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4. Kapitel 2: Molekulare Phylogenie der Schlankaffen (Colobinae)

4.1. Einleitung

Die Schlankaffen stellen eine der beiden Unterfamilien der geschwénzten Altweltaffen
(Cercopithecoidea) dar; sind aber durch eine Reihe anatomischer Merkmale deutlich von ihrer
Schwestergruppe, den Cercopithecinaen getrennt. Die Hauptunterschiede zwischen den beiden
Unterfamilien liegen in ihrer Erndhrung und den damit verbundenen anatomischen Anpassungen.
So besitzen Colobinae Molaren mit hohen, scharfen Scherkanten und einen mehrkammerigen
Magen, der es ihnen erlaubt, Blitter, unreife Friichte oder Graser zu verwerten. In ihrer dufleren
Anatomie sind Schlankaffen vor allem durch ihre relativ langen Beine und Schwinze sowie
verkurzte oder vollig fehlende Daumen gekennzeichnet; Merkmale die sich von der arborealen

Lebensweise ableiten lassen (Geissmann, 2002a).

L
\ Rhinopithecus

o
o
5@?‘(\ Pygathrix
Trachypithecus
Colobus Nesalis
Piliocolobus g!f;{OBuf o - Preshytis
Procolobus HOCOMORUS ;ﬁ’?éﬁ;u—; Trachypithecus
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Abbildung 15: Verbreitung der Colobinae-Gattungen.

Die Colobinae sind uiber weite Teile Afrikas und Asiens verbreitet und werden in 38

(Rowe, 1996) bis 60 Arten (Geissmann, 2002a) unterteilt. Obwohl die Monophylie der Gruppe
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weithin akzeptiert ist, gibt es innerhalb der Unterfamilie eine Reihe von unbeantworteten Fragen
bezuglich ihrer Evolutionsgeschichte und Systematik. So werden die Schlankaffen zwar
gewohnlich in die asiatischen Presbytini oder Semnopithecini und die afrikanischen Colobini
unterteilt (Napier, 1970; Oates et al., 1994; Szalay & Delson, 1979), jedoch gibt es auch
Auffassungen, die Nasalis (Groves, 1989) oder Procolobus (Jablonski, 1998, 1999) als
Schwestergruppe aller anderen Gattungen sehen und somit eine Paraphylie der asiatischen bzw.
afrikanischen Vertreter zur Folge hatten.

Die asiatischen Colobinae (Presbytini) untergliedert man weiterhin in drei bis acht
Gattungen, deren phylogenetische Verwandtschaftsverhéltnisse und systematische Hierarchien
unterschiedlich diskutiert werden. Prinzipiell konnen die Presbytini in zwei morphologisch sehr
unterschiedliche Gruppen unterteilt werden. Eine davon umfafit vier Gattungen (Rhinopithecus,
Pygathrix, Nasalis, Simias), die durch besonders ungewohnliche Nasenformen gekennzeichnet
sind und deshalb im Englischen als ,,odd-nosed monkeys*“ bezeichnet werden. Die
phylogenetischen Verhdltnisse zwischen den vier Gattungen und deren systematische
Klassifizierung ist aber nicht eindeutig geklart. So ist zwar die Schwestergruppenbeziehung von
Pygathrix und Rhinopithecus sowie von Simias und Nasalis durch morphologische Merkmale
belegt (Brandon-Jones, 1984), jedoch gibt es molekulare Daten, die auf eine enge
Verwandtschaft von Rhinopithecus und Nasalis hindeuten (Zhang & Ryder, 1998). Neben den
rein phylogenetischen Fragen ist auch die Taxonomie der vier Gattungen umstritten. Napier &
Napier (1967) klassifizierten alle vier als Gattungen. Groves (1970) dagegen stufte
Rhinopithecus und Simias als Untergattungen von Pygathrix und Nasalis ein. Je nach Autor
wurde dann dieses System zumindest teilweise ubernommen (Brandon-Jones, 1984; Oates et al.,
1994; Rowe, 1996). Die zweite Gruppe der asiatischen Colobinae umfalit vier Spezies-Gruppen,
die traditionell in der einen Gattung Presbytis vereint wurden (Napier & Napier, 1967).
Aufgrund groBerer morphologischer Unterschiede wurden die vier Gruppen Presbytis,
Semnopithecus, Trachypithecus und Kasi jedoch auch als Untergattungen (Reichenbach, 1862)
oder gar Gattungen (Hill, 1934; Pocock, 1935) eingestuft, deren phylogenetische Beziehungen

aber weiterhin ungeklart blieben. Erste molekulare Studien lieferten Hinweise auf eine enge
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Verwandtschaft von Kasi und Semnopithecus (Roos, 2003; Zhang & Ryder, 1998) und auf eine
Schwestergruppenbeziehung von Semnopithecus und ,,0dd-nosed monkeys* zum Ausschlufl von
Trachypithecus (Zhang & Ryder, 1998), so dal die Monophylie der vier Spezies-Gruppen
angezweifelt werden muf.

Die afrikanischen Colobinae werden in drei Untergattungen oder Gattungen (Colobus,
Procolobus, Piliocolobus) unterteilt und gelten als monophyletisch (Geissmann, 2002a; Groves,
2001; Morales et al., 1999; Napier & Napier, 1967; Oates et al., 1994). Anhand morphologischer
Daten jedoch vermutet Jablonski (1998, 1999) eine Schwestergruppenbeziehung von Procolobus
zu allen anderen Schlankaffen und somit eine Paraphylie der afrikanischen Vertreter.

Obwohl eine Reihe von phylogenetischen Fragen innerhalb der Gattungen mit
molekularen Studien gelost werden konnten (Geissmann et al., 2003; Nadler & Roos, 2002a,b;
Roos, 2000, 2003; Roos & Nadler, 2001; Roos et al., 2001; Rosenblum et al., 1997; Wang et al.,
1997; Zhang & Ryder, 1998), gibt es bisher kaum molekulare Hinweise fur die
Verwandtschaftsverhialtnisse zwischen den Gattungen, so dall von einer Radiations-artigen
Verzweigung auszugehen ist.

Um die phylogenetischen Beziehungen zwischen den Gattungen zu klaren, wurden in der
vorliegenden Arbeit neun der zehn Colobinae-Gattungen molekulargenetisch untersucht. Unter
Berticksichtigung einer vermuteten Radiations-artigen Aufspaltung der Gattungen wurde fur die
Analyse ein etwa 4,3kb langes Fragment des mitochondrialen Genoms gewahlt, welches schnell
und langsamer evolvierende Abschnitte enthilt, so dal eine Auflosung der Abspaltungsfolge

ermoglicht werden sollte.

4.2. Material und Methoden

Als Ausgangspunkt fur die Rekonstruktion der phylogenetischen
Verwandtschaftsverhéltnisse innerhalb der Colobinae diente ein Datensatz von 12 Sequenzen mit
einer Lange von jeweils etwa 4,3 kb. Da bereits publizierte Information von Vertretern (Macaca
sylvanus, Papio hamadryas) der Schwestergruppe Cercopithecinae und den Hominoidea (Homo

sapiens diente als Auflengruppe) vorhanden war, mufiten nur die Sequenzen der Colobinae-
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Gattungen selbst ermittelt werden. Die Amplifikation und Sequenzierung des Gesamtfragmentes
war jedoch nicht moglich, so dal mehrere uberlappende Teilsequenzen generiert und
anschlieBend aneinander gefugt wurden. Weitere Details zur labortechnischen Vorgehensweise

und statistischen Auswertung sind in 2.1. und 2.2. beschrieben.

4.3. Ergebnisse
4.3.1. Sequenzanalyse mitochondrialer DNA-Abschnitte

Es wurden von allen neun untersuchten Colobinae-Gattungen vollstindige Sequenzen
generiert. Das erstelle Alignment hat eine Lange von 4419 bp und beinhaltet das Cytochrom b
Gen, die Kontrollregion (D-loop), die 12S rRNA und Teile der 16S rRNA, sowie die dazwischen

liegenden tRNAs fur Threonin (Thr), Prolin (Pro), Phenylalanin (Phe) und Valin (Val).

Tabelle 4: Langenangaben in bp der untersuchten Fragmentabschnitte.

Cytb  tRNA-Thr tRNA-Pro Kontrollreg. tRNA-Phe 125 rRNA tRNA-Val 16S rRNA

Homo 1140 75 68 1122 71 954 69 810
Papio 1140 72 68 1076 72 947 68 817
Macaca 1140 73 68 1095 72 946 69 804
Procolobus 1140 76 67 1133 71 950 69 814
Piliocolobus 1140 76 67 1131 69 948 69 807
Colobus 1140 72 67 1153 69 948 69 816
Semnopithecus 1140 75 67 1075 71 947 69 809
Trachypithecus 1140 75 67 1094 71 947 69 812
Presbytis 1140 75 67 1086 71 949 69 814
Nasalis 1140 74 67 1099 71 949 69 819
Pygathrix 1140 74 67 1092 71 948 69 808
Rhinopithecus 1140 74 67 1095 71 949 69 814

Mit Ausnahme des 1140 bp langen Cytochrom b Gens, dessen Terminierung uber ein
Polyadenylierungssignal (T) erfolgt, sind in allen weiteren Abschnitten Insertionen bzw.
Deletionen zu finden. Die grofite Variabilitat zeigt dabei die Kontrollregion mit Langen von
1075 bp bis 1153 bp. Innerhalb der 12S und der partiellen 16s rRNA gibt es nur geringe
Abweichungen von 7 bzw. 13 bp. Die tRNAs sind alle etwa 70 bp lang und besitzen ebenfalls

kaum Langenpolymorphismen (Tab. 4).
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Basenzusammensetzung

Die Basenzusammensetzung wurde fur den gesamten Abschnitt sowie nur fur das
Cytochrom b Gen ermittelt. Da die Zusammensetzungen zwischen den beiden Fragmenten kaum
variiert, wurden zu Vergleichszwecken nur die der Cytochrom b Daten nadher untersucht. So
ergab die Analyse eine besonders auffallende Verschiebung des T (Thymin)- und C (Cytosin)-
Gehalts zwischen Colobinae und Homo/Cercopithecinae. Das Gen besteht bei Colobinae zu
27,19-30,26% aus Thymin und zu 28,16-31,75% aus Cytosin. Bei Homo und den
Cercopithecinae-Vertretern fallt der Anteil von Thymin auf 24,65-25,26% ab und der fur Cytosin
nimmt stark zu (33,68-34,21%). Der Gehalt der anderen beiden Basen dagegen bleibt

uberwiegend konstant (Adenin: 28,60-30,61%; Guanin: 11,14-12,46%).
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Abbildung 16: Basenzusammensetzung des Cytochrom b Gens (in%) der untersuchten Gattungen.

Paarweise Differenzverteilung
Die beobachteten Differenz zwischen den untersuchten Gattungen im Cytochrom b Gen

liegen bei 12,34-17,12%, wobei die groBten zwischen den afrikanischen und asiatischen
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Vertretern gefunden werden (15,72-17,12%). Im Gegensatz hierzu unterscheiden sich die
Gattungen der jeweiligen Kontinente nur in 12,34-15,69% (Asien) bzw. 13,68-15,50% (Afrika).
Die paarweisen Vergleiche zwischen den beiden Unterfamilien Colobinae und Cercopithecinae
zeigen mit 18,30-20,06% weiterhin eine steigende Tendenz, die schlieBlich mit den ermittelten
Differenzen zwischen der AuBlengruppe Homo und den Cercopithecoidea ihr Maximum mit
21,99-24,12% erreicht.

Da die ermittelten paarweisen Differenzen in Kategorien unterteilt werden konnen,
konnen diese auch zur Klassifizierung verwendet werden. So wiirde man Taxa, die sich in 12,0-
15,7% unterscheiden als Gattungen klassifizieren, die die sich in 15,7-18,0% unterscheiden als

Stamme und die sich in 18,3-20,0% unterscheiden als Unterfamilien.
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Abbildung 17: Beobachtete paarweise Differenzverteilungen in% zwischen den untersuchten Gattungen.

Phylogenetische Rekonstruktionen
Als Ausgangspunkt fur die Stammbaumrekonstruktionen diente ein Datensatz mit 12

Sequenzen, in dem neun Gattungen der Colobinae, zwei Gattungen der Cercopithecinae und
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Homo sapiens als AuBBengruppe vertreten waren. Da der Datensatz Deletionen und Insertionen
aufweist, wurden diese vor weiteren Untersuchungen mit dem Programm Gblocks mit
unterschiedlich stringenten Einstellungen entfernt. Die dabei generierten Alignments hatten
danach eine Lange von 3829 und 3971 bp.

Die Baum-Berechnungen wurden wie unter 2.2.5. beschrieben mit den drei Algorithmen
Maximum-Parsimonie, Neighbor-Joining und Maximum Likelihood erstellt. Fur die NIJ-
Rekonstruktionen in PHYLIP wurde dazu das in PUZZLE geschatzte Transitions-Transversions-
Verhiltnis von 3,07 und die ML-Distanzkorrektur verwendet. NJ-Baume in PAUP dagegen
wurden unter der Annahme des ,,General time-reversal“-Modells und den in MODELTEST
geschatzten Werten fur die Gamma-Verteilung der Raten-Heterogenitat (oo = 0,761399) und den
Anteil invariabler Positionen (P_inv = 0,373648) berechnet.

Die aus den Rekonstruktionen abgeleiteten Topologien zeigten identische
Verwandtschaftsverhaltnisse und unterschieden sich nur durch variierende Bootstrap- bzw.

Quartet Puzzling-Werte (Abb. 18).

Phylogenetische Verwandtschaftsbeziehungen

Die erstellten Phylogenien untergliedern die untersuchten Gattungen in die zwei
anerkannten Unterfamilien Cercopithecinae und Colobinae und beweisen eindeutig deren
Monophylie durch eine statistische Unterstiitzung von jeweils 100%.

Innerhalb der Colobinae kommt es zu einer weiteren Aufspaltung in eine afrikanische
und asiatische Linie. Die Monophylie der afrikanischen Gattungen Procolobus, Piliocolobus und
Colobus ist zumindest in ML- und NJ-Rekonstruktionen mit 95-100% sehr gut belegt. Innerhalb
der Colobini trennt sich Colobus als erste Linie ab. Die rezenteste Verzweigung bilden
schlieBlich Piliocolobus und Procolobus, deren Monophylie durch Bootstrap- bzw. Quartet

Puzzling-Wert von 74-99% bestatigt wird.
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Obwohl die Monophylie der asiatischen Vertreter ebenfalls klar bewiesen ist (86-100%),
sind deren Verwandtschaftsverhéltnisse zueinander nur angedeutet. Nach den ermittelten
Phylogenien stellt Semnopithecus die erste Abspaltung innerhalb der asiatischen Gattungen dar
und wird in ML- und NJ-Bdaumen durch 85-92% gestiitzt, wogegen der MP-Algorithmus diese
Abzweigung nicht bestatigt. Die restlichen Gattungen unterteilen sich in zwei weitere Gruppen
mit einerseits Trachypithecus/Presbytis und andererseits mit Pygathrix/Rhinopithecus/Nasalis.
Die Monophylie letzterer Gruppe ist eindeutig bestitigt (99-100%), deren
Verwandtschaftsverhaltnisse zueinander konnen aber nicht aufgelost werden. Der gemeinsame
Ursprung von Trachypithecus und Presbytis wird nur in ML- und NJ-Rekonstruktionen durch

55-64% angedeutet bzw. gar nicht gestutzt (MP).

99-100 [— Pygathrix nemacus
99-100
23 Rhinopithecus avunculus
86-92
85-89 _
—— Nasalis larvatus
91-97 62-64
100 55-61 ————— Trachypithecus obscurus
80-88 -
Preshytis fluviatilis
100
}88 Semnopithecus entellus
97-99
82-90 ——— Procolobus verus
99-100 74-78
95-98 . _
66-67 L Piliocolobus badius
Colobus polykomos
100
igg —— Papio hamadryas *

Macaca svlvanus *

Homo sapiens *

Abbildung 18: 50%-Mehrheitsregel-Konsensus-Baum basierend auf ML-, NJ- und MP-Rekonstruktionen. Zahlen
geben Quartet Puzzling- bzw. Bootstrap-Werte in% an (oben: ML, Mitte: NJ, unten: MP). Die mit * markierten

Arten sind durch bereits publizierte Sequenzen reprasentiert (sieche Anhang).
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4.3.2. Berechnung von Aufspaltungszeiten

Als Basis fur die Kalkulationen diente das langere der beiden mit Gblocks generierten
Alignments. Da der relative Ratentest signifikante (P < 0,05) Unterschiede zwischen Macaca
und den Colobinae-Linien anzeigte, wurde Macaca sylvanus fur die weiteren Berechnungen aus
dem Datensatz entfernt. Mit dem verkleinerten Datensatz wurden weiterhin Molecular Clock
Likelihood Ratio Tests in PUZZLE durchgefuhrt, die keine signifikanten Unterschiede anzeigten
(Annahme keine molekulare Uhr: logl. —20503,65; Annahme molekulare Uhr: logl. -20508.27)
und somit eine Datierung ermoglichten. Die Berechnung der Kantenlangen erfolgte schlieBlich
in PUZZLE unter Vorgabe einer Baumtopologie, die mit Ausnahme einer angenommenen
Pygathrix-Rhinopithecus-Schwestergruppenbeziehung der erstellten Phylogenie entsprach.

Fur die Kalibrierung der molekularen Uhr wurden zwei Referenzwerte verwendet, die
den diskutierten Zeitraum fur die Aufspaltung von Cercopithecinae und Colobinae umspannen.
Der jungere Zeitpunkt von 14 Mio ist direkt von dem Fossil Victoriapithecus abgeleitet, welches
vor etwa 15-17 Mio in Afrika lebte und Merkmale beider Unterfamilien aufweist (Goodman et
al.,, 1998; Stewart & Disotell, 1998). Der zweite Referenzpunkt von 30 Mio basiert
ausschlieBlich auf molekularen Berechnungen (Arnason et al., 1998), bestatigt aber
Vermutungen, daf3 der Ursprung der Primaten deutlich weiter zuriickliegt als es Fossilfunde
anzeigen (Martin, 2003; Tavaré et al., 2002).

Geht man von einer Verzweigung der beiden Familien vor etwa 14 und 30 Mio aus, ergibt sich
fur den gesamten untersuchten Abschnitt somit eine Evolutionsrate von 14,68 x 10 bzw. 6,85 x
10 Substitutionen/Position/Jahr.

Nach der Trennung der beiden Unterfamilien Cercopithecinae und Colobinae kam es
innerhalb letzterer Gruppe vor etwa 9,9-21,2 Mio zu einer weiteren Aufspaltung in eine
asiatische und afrikanische Linie, die sich dann jeweils weiter untergliederten. Die afrikanischen
Vertreter unterteilten sich dabei vor 7,7-16,5 bzw. 6,6-14,1 Mio in die drei Gattungen Colobus,
Piliocolobus und Procolobus. Die Verzweigungen innerhalb der asiatischen Gattungen
vollzogen sich ebenfalls in einem sehr kurzen Zeitraum. Als erste Gattung trennte sich dabei

Semnopithecus vor etwa 8,6-18,3 Mio von der Stammlinie ab. Die restlichen Gattungen
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unterteilten sich vor etwa 7,7-16,5 Mio in zwei weitere Gruppen mit einerseits Nasalis,
Pygathrix und Rhinopithecus und andererseits mit Trachypithecus und Presbytis. Letztere
Gruppe verzweigte sich schlieBlich vor etwa 6,9-14,7 Mio in die beiden Gattungen. Innerhalb
der ,,odd-nosed monkeys* (Nasalis, Pygathrix, Rhinopithecus) spaltete sich Nasalis vor etwa
6,2-13,2 Mio als erstes ab. Nur kurze Zeit spater (0,5-1,0 Mio) trennten sich aber auch Pygathrix

und Rhinopithecus voneinander.
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Abbildung 19: Aufspaltungszeiten errechnet anhand eines ML-Baumes. Der schwarze Kreis gibt die

Kalibrierungszeiten; die grauen Kreise die ermittelten Zeiten fur die jeweiligen letzten gemeinsamen Vorfahren an.

4.4. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden mit Ausnahme von Simias alle anerkannten
Colobinae-Gattungen molekulargenetisch untersucht. Die dabei erzielten Ergebnisse erbrachten
erstmals klare Hinweise auf die phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den
Gattungen und lieferten somit einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis der evolutionédren
Zusammenhdnge in dieser Primatengruppe.

Mit den etwa 4,3 kb langen Sequenzen des mitochondrialen Genoms wurden

phylogenetische Stammbdume mit unterschiedlichen Algorithmen und auf Basis
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unterschiedlicher Sequenzevolutionsmodelle errechnet. Die dabei ermittelten Baumtopologien
waren in allen Fallen identisch und unterschieden sich nur in ihrer statistischen Unterstiitzung.
Weiterhin wurden innerhalb der Colobinae keine signifikanten Unterschiede in der
Basenzusammensetzung gefunden, so dafl davon auszugehen ist, daf} die ermittelte Phylogenie

die tatsachlichen Verwandtschaftsbeziehungen widerspiegelt.

Phylogenie und Taxonomie der Colobinae

Die untersuchten Gattungen unterteilen sich in die beiden monophyletischen
Unterfamilien Cercopithecinae und Colobinae und bestitigen somit die allgemein gultige
Systematik (Geissmann, 2002a). Die beiden analysierten Vertreter der Cercopithecinae Macaca
und Papio reprasentieren die beiden Hauptzweige der Papionini. Die genetische Differenz
zwischen den beiden Gattungen liegt bei 14,7%, wodurch ein Gattungsstatus gerechtfertigt wird.
Die Colobinae verzweigen sich weiterhin in eine asiatische und afrikanische Gruppe. Obwohl die
Differenzen von 15,72-17,12% zwischen den Gruppen kaum groBer sind als die zwischen den
Gattungen (12,34-15,69%), erscheint eine Unterteilung der Colobinae in die zwei Stimme
Presbytini oder Semnopithecini (Asien) und Colobini (Afrika) aus geographischer Sicht sinnvoll
(Geissmann, 2002a; Napier, 1970; Szalay & Delson, 1979). Innerhalb der afrikanischen Vertreter
stellt Colobus die erste Abzweigung dar, so dall Procolobus und Piliocolobus Schwestergruppen
bilden und somit die traditionell angenommenen Verwandtschaftsverhidltnisse bestatigt werden
(Groves, 1989; Kuhn, 1967; Oates et al., 1994). Die asiatischen Colobinae dagegen brachten mit
sieben Gattungen eine sehr viel groBere Diversitiat hervor. Besonders interessant ist dabei die
entdeckte Schwestergruppenbeziehung von Semnopithecus zu allen anderen asiatischen
Vertretern, wodurch die urspriinglich in Presbytis vereinigten Spezies-Gruppen Kasi,
Trachypithecus, Semnopithecus und Presbytis (Napier & Napier, 1967) als paraphyletisch
dargestellt werden. Nach der Abspaltung von Semnopithecus unterteilten sich die restlichen
Gattungen in zwei weitere Hauptgruppen. Eine davon beinhaltet Trachypithecus und Presbytis,
so dal die traditionell angenommene enge Verwandtschaft von Semnopithecus und

Trachypithecus (Brandon-Jones, 1984) nicht bestitigt wurde. Die zweite Gruppe umfalit die
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,,odd-nosed monkeys* Nasalis, Pygathrix und Rhinopithecus, deren Verwandtschaftsverhiltnisse
zueinander aber nicht aufgelost werden konnten. Morphologische Daten dagegen sprechen klar
fur eine Schwestergruppenbeziehung von Nasalis und Simias bzw. von Pygathrix und
Rhinopithecus (Groves, 1970; Oates et al., 1994). Da weitere genetische Daten (Zhang & Ryder,
1998) ebenfalls kaum Aufschluf3 uber die Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen den drei
Gattungen geben, kann von einer Radiations-artigen Verzweigung ausgegangen werden. Um
jedoch ein vollstindiges Bild der phylogenetischen Beziehungen innerhalb der ,,odd-nosed
monkeys® zu erhalten, mufl in zukunftigen molekularen Studien auch die Gattung Simias

miteinbezogen werden.

Biogeographie der Colobinae

Durch die Analyse nahezu aller Colobinae-Gattungen konnten in der vorliegenden Studie
klare Hinweise auf deren phylogenetische Verwandtschaftsbeziehungen gefunden werden. Um
die ermittelte Phylogenie und die daraus abgeleiteten Verbreitungsmuster in Verbindung mit
geologischen und klimatischen Verdnderungen zu bringen, miussen jedoch auch die
Aufspaltungszeiten der einzelnen Taxa bekannt sein. Aufgrund der wenigen und schwer
klassifizierbaren Fossilien gestaltet sich eine Datierung von Aufspaltungsereignissen jedoch als
schwierig. Die anhand molekularer Daten geschitzte Trennung von Cercopithecinae und
Colobinae vor etwa 30 Mio (Arnason et al., 1998) bestatigt zwar die heutige Ansicht eines
alteren Ursprungs der Primaten (Martin, 2003; Tavaré et al., 2002), widerspricht aber
Fossilienfunden, die Anhaltspunkte auf eine Aufspaltung der beiden Unterfamilien vor etwa 14
Mio geben (Goodman et al., 1998; Stewart & Disotell, 1998). Da keine Einigkeit uber die
Aufspaltungszeiten innerhalb der Primaten besteht, wurden folglich die beiden Referenzwerte
von 14 und 30 Mio zur Kalibrierung der molekularen Uhr eingesetzt.

Da nahezu alle Arten der Cercopithecinae und einige Vertreter der Colobinae in Afrika
beheimatet sind, ist von einem afrikanischen Ursprung der Cercopithecidae auszugehen (Stewart
& Disotell, 1998). Demnach kam es auf dem afrikanischen Kontinent zu einer Verzweigung der

Cercopithecidae in die beiden Unterfamilien vor etwa 14-30 Mio. Spater, vor etwa 9,9-21,2 Mio
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spalteten sich die Colobinae in die beiden Stimme Presbytini und Colobini auf, die sich vor etwa
6,6-7,7 bzw. 14,1-16,5 Mio in die heutigen afrikanischen Gattungen weiter unterteilten. Die
Presbytini dagegen wanderten aus Afrika aus und besiedelten Europa und Asien. Da vor etwa 10
bzw. 20 Mio keine groflen Barrieren mogliche Wanderungsbewegungen behinderten (Whybrow,
1984, 1992), konnten die neuen Gebiete ohne Schwierigkeiten besiedelt werden. Auf dem
eurasischen Gebiet kam es dann moglicherweise zu einer weiteren Aufspaltung in eine Ostliche
Form, dem Vorfahr der heutigen Presbytini-Gattungen und eine westliche Form (Mesopithecus),
die Europa und Vorderasien besiedelte und vor etwa 6-8,5 Mio lebte (Delson, 1994). Die ostliche
Form dagegen wanderte in Richtung Sud-Ost-Asien. Als erste Linie spaltete sich Semnopithecus
vor etwa 8,6-18,3 Mio ab und besiedelte den indischen Subkontinent. Ein Vorfahr der restlich
Gattungen zog weiter in Richtung Osten und spaltete sich vor etwa 7,7-16,5 Mio in die beiden
Linien Trachypithecus/Presbytis und Nasalis/ Pygathrix/Rhinopithecus (,,odd-nosed monkeys*)
auf. Trachypithecus besiedelte dann weite Teile Sud-Ost-Asiens, wogegen Presbytis sich nur auf
den suidlichen Raum beschriankte. Die zweite Linie (,,odd-nosed monkeys‘) hat ihren Ursprung
vermutlich im heutigen Indochina und wurde durch den Mekong-Flu von
Trachypithecus/Presbytis geographisch abgetrennt. Die Einwanderung von Trachypithecus-
Vertretern (7. francoisi-Gruppe, T. crepusculus, T. germaini) in den Raum 0stlich des Mekongs
dagegen vollzog sich vermutlich erst wahrend des Plio- und Pleistozans. Innerhalb der ,,odd-
nosed monkeys* trennte sich Nasalis vor etwa 6,2-13,2 Mio von Pygathrix/Rhinopithecus ab und
wanderte uber bestehende Landbriicken (Hall, 1998, 2001) in Richtung Borneo aus. Die
Trennung der beiden in Indochina verbliebenen Gattungen Pygathrix und Rhinopithecus vor
etwa 5,7-12,2 Mio dagegen wurde moglicherweise durch den Flul Yangtze vollzogen, der bis
ins spate Miozdn im Delta des Roten Flusses (Nord-Vietnam) miindete und erst spater seinen
heutigen Ostlichen Verlauf einnahm (Kottelat, 1989). Da eine enge Verwandtschaft von Simias
und Nasalis vermutet wird, bleibt jedoch fraglich, wie die Mentawai-Inseln durch Simias
besiedelt wurden. Die westlich von Sumatra gelegenen Inseln entstanden moglicherweise erst
vor etwa 5 Mio (Hall, 1998), so daB die Aufspaltung der beiden Gattungen frithestens zu diesem

Zeitpunkt geschehen konnte. Zudem wurde fur eine weitere Primatengattung der Mentawai-
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Inseln (Macaca) gezeigt, dal} die Inseln zweimal besiedelt wurden (Roos et al., 2003), so daB} die
Suche nach Erklarungen fur eine Besiedelung durch Simias weiterhin erschwert wird. Da in
bisherigen molekularen Studien kein Vertreter von Simias analysiert wurde, bleibt somit auch die

Frage nach der Kolonisierung der Mentwai-Inseln vorerst unbeantwortet.

4.5. Zusammenfassung

Um die evolutiondren Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den Colobinae-Gattungen zu
kldren, wurde in der vorliegenden Studie ein etwa 4,3kb langer Abschnitt des mitochondrialen
Genoms von neun der zehn Gattungen sequenziert und phylogenetisch untersucht. Die dabei
erzielten Ergebnisse konnten die jeweilige Monophylie der asiatischen und afrikanischen
Gattungen eindeutig belegen, wogegen die Verhiltnisse innerhalb der beiden Gruppen meist nur
angedeutet wurden. Demnach repriasentiert Semnopithecus die Schwesterlinie zu den restlichen
asiatischen Gattungen, die sich weiter in Trachypithecus/Presbytis und
Nasalis/Pygathrix/Rhinopithecus unterteilen. Die afrikanischen Vertreter verzweigten sich in
drei Gattungen, von denen Colobus die Schwestergruppe zu Piliocolobus und Procolobus bildet.
Aufgrund der hohen genetischen Differenzen zwischen den untersuchten Taxa wird fur alle ein

Gattungsstatus vorgeschlagen.
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5. Kapitel 3: Molekulare Phylogenie der Gibbons (Hylobatidae)

5.1. Einleitung

Die in Sud-Ost-Asien (Abb. 20) verbreiteten Gibbons (Hylobatidae) reprasentieren eine
der beiden Hominoidea-Familien und stellen somit die ndchsten Verwandten der groBen
Menschenaffen und Menschen dar (Geissmann, 2002a). Ebenso wie die Hominidae besitzen
Gibbons neben anderen Merkmalen keinen Schwanz und sind daher klar von den geschwinzten
Altweltaffen (Cercopithecidae) abgetrennt. Gibbons sind uberwiegend Baumbewohner und
zeigen eine Reihe von Anpassungen an diese Lebensweise. Besonders kennzeichnend hierfur
sind die, relativ zur Korpergrofle, langen Arme und Beine und die langen, gekrimmten Finger

und Zehen, die eine schnelle Fortbewegung von Ast zu Ast ermoglichen.

Buno-
pithecus

.
Nomascus

S ymphalang;'us
+ Hylobates

£

Abbildung 20: Verbreitung der vier Gibbon-Gattungen. Das grofite Verbreitungsgebiet hat Hylobates.

Obwohl die Monophylie der Gibbons weithin akzeptiert ist, gibt es innerhalb der Familie
eine Reihe von unbeantworteten Fragen bezuglich ihrer Evolutionsgeschichte. In frithen
Untersuchungen wurden die Gibbons in die zwei Gattungen Symphalangus und Hylobates
unterteilt, wobei letzterer auch Nomascus und Bunopithecus zugeordnet wurden (Napier &
Napier, 1967; Schultz, 1933; Simonetta, 1957). Nach detaillierten Studien wurde aber deutlich,

daB3 die Gibbons nicht nur durch zwei, sondern vier unterschiedliche Hauptgruppen reprasentiert
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sind, die sich zudem in ihrer Chromosomenzahl (Bunopithecus: 2n= 38; Hylobates: 2n=44;
Symphalangus: 2n=50; Nomascus: 2n=52) unterscheiden (Geissmann, 1994, 1995, 2002a;
Marshall & Sugardjito, 1986; Nowak, 1999; Prouty et al., 1983; Rowe, 1996; Wienberg &
Stanyon, 1987). Die phylogenetischen Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen den vier Gruppen
und deren systematischer Status sind aber umstritten und konnten auch nicht durch Studien
unterschiedlichster Forschungsrichtungen (Morphologie, Vokalisation, Proteinanalysen,
Karyotypisierung) geklart werden (Bruce & Ayala, 1979; Creel & Preuschoft, 1984; Geissmann,
1993, 2002b; Groves, 1972; Haimoff et al., 1982; Liu et al., 1987; Shafer, 1986). Auch die
anhand von DNA-Sequenzen (uberwiegend mitochondriale DNA) erstellten Phylogenien
erbrachten meist keine Losung (Hall et al., 1998; Zehr, 1999; Zhang, 1997) und enthielten auch
nur selten Vertreter von Bunopithecus (Garza & Woodruff, 1992; Hayashi et al., 1995), so daf}
ein unvollstandiges Bild der Gibbon-Evolution dargestellt wurde. Mit Hilfe von
Sequenzinformation der mitochondrialen Kontrollregion konnte jedoch erstmals ein klarer
Hinweise auf die phylogenetischen Konstellationen innerhalb der Gibbons gefunden werden
(Roos & Geissmann, 2001). Demnach spaltet sich zuerst Nomascus von der Stammlinie ab,
gefolgt von Symphalangus, wobei Bunopithecus und Hylobates sich als letztes voneinander
trennen. Aufgrund der groBen genetischen Differenzen zwischen den einzelnen Gibbon-
Gruppen, die mit denen zwischen den Hominidae-Gattungen vergleichbar sind, schlug Roos und
Geissmann (2001) vor, alle vier Gibbon-Gruppen als eigene Gattungen einzustufen.

Neben den fraglichen Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den Gattungen sind auch
die Verhiltnisse innerhalb der Gattungen von Interesse. Insbesondere gilt dies fur die stark
bedrohte Nomascus-Gruppe Indochinas, in der drei bis vier Arten anerkannt sind. Traditionell
klassifizierte man alle Taxa als Unterarten von N. concolor (Napier & Napier, 1967; Marshall &
Sugardjito, 1986). Aufgrund groBerer Unterschiede in Vokalisation (Geissmann, 1994, 1995)
und Morphologie (Groves & Wang, 1990; Groves, 1993) wurden spiter aber N. leucogenys und
N. gabriellae als eigenstandige Arten von N. concolor abgetrennt. Hinweise auf eine vierte,
moglicherweise bereits ausgestorbene Art N. nasutus im Nordosten Vietnams basierten ebenfalls

auf morphologischen und akustischen Daten (Geissmann, 1989, 1994, 1995). Wiahrend einer
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Feldstudie im August 2001 in Kim Hy konnten jedoch klare Hinweise auf das Uberleben von
Gibbons in NO-Vietnam gefunden und Proben von einem frisch gewilderten Tier gesammelt
werden. Die damit durchgefuhrten molekulargenetischen Untersuchungen belegten eindeutig die
Existenz einer vierten Nomascus-Art (Goldthorpe et al., in Prap.).

Innerhalb der Gattung Hylobates sind die phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen
zwischen den sechs traditionell anerkannten Arten (H. klossii, H. pileatus, H. moloch, H .
muelleri, H. lar, H. agilis) ebenfalls nahezu ungeklart. Alle an Hylobates-Arten durchgefuhrten
Studien erbrachten kaum ubereinstimmende Ergebnisse (Chivers, 1977; Creel & Preuschoft,
1984; Garza & Woodruff, 1992; Geissmann, 2002a, b; Haimoff et al., 1982), so dafl keine der
moglichen Verwandtschaftskonstellationen ausgeschlossen werden kann.

Um die Phylogenie der Gibbons, insbesondere die zwischen den Arten zu klaren, wurden
in diesem Kapitel Sequenzen des mitochondrialen Cytochrom b Gens aller derzeit anerkannten
Arten ermittelt und phylogenetisch analysiert. Die dabei erzielten Ergebnisse sollten weiterhin
bereits publizierte Daten (Roos & Geissmann, 2001) bestdtigen und erweitern. Da die
Sequenzinformation der mitochondrialen Kontrollregion keine Datierungen zulie83, sollten die
Aufspaltungszeiten der vier Gibbon-Gattungen nun anhand der Cytochrom b Daten berechnet

werden.

5.2. Material und Methoden

Als Basis fur die phylogenetischen Rekonstruktionen diente ein Datensatz mit 18
Sequenzen des kompletten mitochondrialen Cytochrom b Gens, bestehend aus 12 Gibbon-, funf
Hominidae- und einer Papio-Sequenz, die als AuBengruppe verwendet wurde. Um den
Arbeitsaufwand zu minimieren, wurden nur die Sequenzen der 12 Gibbons selbst ermittelt und
der Datensatz anschlieBend durch bereits publizierte Sequenzen vervollstindigt. Die
labortechnische Vorgehensweise und statistische Auswertung ist unter 2.1. und 2.2. detailliert
beschrieben. Weitere Einzelheiten zu den verwendeten Materialien und Sequenzen sind in ,,10.

Anhang* aufgefuhrt.
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5.3. Ergebnisse
5.3.1. Sequenzanalye des mitochondrialen Cytochrom b Gens

Es konnten von allen zur Verfugung stehenden Proben erfolgreich vollstindige
Sequenzen des mitochondrialen Cytochrom b Gens amplifiziert und sequenziert werden. Um die
erzielten Sequenzdaten besser bewerten zu konnen, wurden die Datensitze zusatzlich noch mit
homologen Sequenzen der Hominidae (Homo sapiens, Pan paniscus, P. troglodytes, Gorilla
gorilla, Pongo abelii) und Papio hamadryas aus der NCBI-Datenbank erweitert.

Wie bei allen Catarrhini wird auch bei Gibbons die Transkription des 1140bp langen
Gens nicht uber ein Stop-Kodon, sondern uber ein posttranskriptionelles

Polyadenylierungssignal (T) terminiert.
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Abbildung 21: Durchschnittliche Basenzusammensetzung der untersuchten Gattungen in%.

Die Analyse der Basenzusammensetzung zeigte keine grof3en Unterschiede zwischen den
einzelnen Gattungen. Prinzipiell ist aber eine leichte Verschiebung des GC-Gehalts erkennbar.

So stellt Cytosin (C) bei Papio und den vier Gibbon-Gattungen einen durchschnittlichen Anteil
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von 33,34% des Gens dar, wogegen bei den Hominidae dieser auf 34,44% ansteigt.
Entsprechend liegt der Guanin-Anteil (G) bei den groBen Menschenaffen und Mensch (11,67%)

um 1,19% niedriger als bei den Hylobatidae und Papio (12,86%).

Paarweise Differenzverteilung

Die beobachteten Differenzen zwischen anerkannten Arten liegen bei 4,21-7,98%. Je
tiefer die Verzweigungen fallen, desto groler werden die beobachteten Unterschiede zwischen
den Taxa. So unterscheiden sich Gattungen in 9,47-15,35% und Familien in 15,44-18,07%. Die
beobachteten Differenzen zwischen den Hominoidea und der Auflengruppe Papio liegen bei

20,44-22,90%.

Hominoidea-Papio " " " - -
Hominidae-Hylobatidae -

Gorilla-Pongo |

Pan-Pongo I

Pan-Gorilla I

Homo-Pongo |

Homo-Gorilla I

Homo-Pan ] .
Bunopithecus-Hylobates . amin
Symphalangus-Hylobates ] . = B max
Symphalangus-Bunopithecus I
Nomascus-Hylobates -

Nomascus-Bunopithecus -
Nomascus-Symphalangus -

innerhalb Hylobates -

innerhalb Nomascus

innerhalb Pan

0 5 10 15 20 25

Abbildung 22: Paarweise Differenzverteilungen in% zwischen den untersuchten Hominoidea-Vertretern und der

AuBengruppe Papio.

Da die ermittelten paarweisen Differenzen in Kategorien unterteilt werden konnen, konnen diese
auch zur Klassifizierung von Taxa verwendet werden. So wiirde man Taxa, die sich in 4-8%

unterscheiden als Arten klassifizieren, die, die sich in 9-13,5% unterscheiden in Gattungen und
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die, die sich in 14-18% unterscheiden in Familien. Da die Vergleiche zwischen Pongo und den
anderen Hominidae-Vertretern bei 14,3-15,4% liegen, wiirde dies jedoch einen Familienstatus
fur Pongo (Pongidae) bedeuten. Weitere Details zu paarweisen Differenzverteilungen sind in

Abb. 22 graphisch dargestellt.

Phylogenetische Rekonstruktionen

Als Basis fur die Stammbaumrekonstruktionen diente ein Datensatz von 18 Sequenzen, in
dem alle 12 Gibbon-Arten, sowie ein breites Spektrum an Hominidae-Arten vertreten waren. Die
homologe Sequenz von Papio hamadryas wurde als AuBBengruppe verwendet.
Die Baum-Berechnungen wurden wie unter 2.2.5. beschrieben mit den drei Algorithmen
Maximum-Parsimony, Neighbor-Joining und Maximum Likelihood und unter Verwendung
unterschiedlicher Sequenzevolutionsmodelle erstellt. Fur die NJ-Rekonstruktionen in PHYLIP
wurde dazu das in PUZZLE ermittelte Transitions-Transversions-Verhaltnis von 6,12 und die
ML-Distanzkorrektur verwendet. NJ-Bdaume in PAUP dagegen wurden unter Annahme des
,General time-reversal“-Modells und dem in MODELTEST geschitzten Wert fur die Gamma-
Verteilung der Raten-Heterogenitit (o = 0,225094) berechnet.
Die aus den Kalkulationen abgeleiteten Baumtopologien zeigen uberwiegend identische
Verwandtschaftsverhéltnisse und unterscheiden sich nur durch varriierende Bootstrap- bzw.

Quartet Puzzling-Werte (Abb. 23).

Phylogenetische Verwandtschaftsbeziehungen

In allen rekonstruierten Baumtopologien ist eine Unterteilung in die beiden Familien
Hominidae und Hylobatidae eindeutig erkennbar und deren Monophylie statistisch gut belegt
(69-100%).

Innerhalb der Gibbons spaltet sich zuerst Nomascus ab, danach Symphalangus und zuletzt
trennen sich Bunopithecus und Hylobates voneinander. Die Schwestergruppenbeziehung von
Bunopithecus und Hylobates ist dabei mit Bootstrap- bzw. Quartet Puzzling-Werten von 81-90%

gut belegt. Die Verwandtschaftsverhdltnisse zwischen Nomascus, Symphalangus und
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Bunopithecus/Hylobates dagegen sind nur durch eine statistische Unterstutzung von 52-71%
angedeutet, so daf} dieses Ergebnis keine klare Auflosung der Verhiltnisse erlaubt. Innerhalb der
Gattung Nomascus stellt N. nasutus die tiefste Abspaltung dar, gefolgt von N. concolor, wobei N.
gabriellae und N. leucogenys die rezenteste Verzweigung bilden. Die statistischen
Unterstutzungen fur diese Konstellationen und die Monophylie der Gattung liegen bei 79-100%.
100
go-g1 9192
98

99-100
98 —— Nomascus leucogenys

Nomascus gabriellae

79-80
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100 ———  Nomascus concolor

Nomascus nasutus
7 68
63.70 __68-69

o [51-53

Hylobates lar

98-99
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Pongo abelii *

Papio hamadryas *

Abbildung 23: 50%-Mehrheitsregel-Konsensus-Baum basierend auf ML-, NJ- und MP-Rekonstruktionen. Zahlen
im Baum geben Quartet Puzzling- bzw. Bootstrap-Werte in% an (oben: ML; Mitte: NJ, unten: MP). “-“ bezeichnet

Werte unter 50%. Die mit * markierten Arten sind durch bereits publizierte Sequenzen reprasentiert (siche Anhang).

Obwohl die Monophylie der Gattung Hylobates eindeutig bestatigt ist (95-100%), konnen die

Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den sechs untersuchten Arten dagegen kaum aufgelost
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werden. So ist zwar eine Verwandtschaft von H. lar, H. agilis und H. muelleri angedeutet,
jedoch ist dieses Verhaltnis nur durch Werte von 51-72% belegt bzw. gar nicht bestatigt (MP).
Die phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Hominidae sind
zumindest in ML-Rekonstruktionen relativ gut belegt. So spaltet sich zuerst Pongo von der
Stammlinie ab, danach Gorilla. Die rezenteste Verzweigung wird durch Homo und Pan, die sich
weiter in zwei Arten (P. paniscus, P. troglodytes) unterteilt, reprasentiert. Die Quartet Puzzling-
Werte (ML) fur die genannten Konstellationen liegen alle bei 97-100%. Im Gegensatz hierzu

sind die Verhaltnisse in MP- und NJ-Baumen weniger gut unterstutzt (59-83%).

5.3.2. Berechnung von Aufspaltungszeiten

Die Berechnung von Aufspaltungszeiten wurde anhand des vollstiandigen Datensatzes
durchgefuhrt. Da der relative Raten-Test keine signifikanten Unterschiede in den Raten (P >
0,05) einzelner Linien aufzeigte, konnten fur die Datierung alle Positionen und Sequenzen
verwendet werden. Ebenso zeigten die Molecular Clock Likelihood Ratio Tests in PUZZLE
keine signifikanten Unterschiede zwischen den analysierten Baumen (Annahme molekulare Uhr:
logl. =7096, 97; Annahme keine molekulare Uhr: logl. —7085,19), so daf} eine Datierung anhand
des vorliegenden Datensatzes moglich war. Die fur die Berechnung verwendeten Kantenlangen
wurden in PUZZLE unter Vorgabe einer Baumtopologie und des HKY-Modells kalkuliert. Die
vorgegebene Baumtopologie entsprach uberwiegend der in dieser Arbeit ermittelten Gibbon-
Phylogenie, wurde aber innerhalb von Hylobates durch detailliertere
Verwandtschaftsverhéltnisse (Geismann, 2002a) erganzt.

Die Kalibrierung der molekularen Uhr stellt auch bei den Hominoidea eine grofe
Schwierigkeit dar. Da man heute prinzipiell von einem alteren Ursprung der Primaten ausgeht
(Martin, 2003; Tavaré et al., 2002), mussen auch die Kalibrierungspunkte fur die Hominoidea
zuriickgesetzt werden. So schitzten Arnason et al. (1998) den letzten gemeinsamen Vorfahren
aller Catarrhini auf etwa 50 Millionen Jahre (Mio) und den der Hominoidea auf etwa 34 Mio. Im
Gegensatz hierzu werden in den meisten anderen Arbeiten deutlich jungere Zeiten von etwa 25

Mio fur die Aufspaltung von Cercopithecoidea und Hominoidea verwendet (Goodman et al.,
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1998; Goodman, 1999; Page & Goodman, 2001; Stewart & Disotell, 1998). Basis letzterer
Datierungen sind die beiden Fossilien Proconsul, ein Vorfahr der Hominoidea und
Victoriapithecus, ein ursprunglicher Cercopithecoidea-Vertreter, die beide vor etwa 15-20 Mio
lebten (Stewart & Disotell, 1998). Der anhand genetischer Daten geschitzte letzte gemeinsame
Vorfahr aller Hominoidea lebte somit vor etwa 18 Mio. Folglich wurden in dieser Arbeit die
beiden diskutierten Aufspaltungszeiten von 18 und 34 Mio als Kalibrierungsspunkt fur die
Datierung verwendet. Nimmt man diese Zeiten fur die Aufspaltungen von Hominidae und
Hylobatidae an, ergibt sich fur das Cytochrom b eine Evolutionsrate von 7,31 x 10 und 3,87 x

10 Substitutionen/Position/Jahr.

Nomascus nasutus

5,9-11,2 Mio

N{)Fﬂ(l.\'(,’ﬂ.i' C()I’.!C()l()f'
3,9-7,3 Mio

N{).’T’.!(l.\'(,’Lt.i' lE’L[C()gE’HyX
2,7-5,1 Mio

11,0-20,8 Mio Nomascus gabriellae
Svmphalangus syndacivius
%,5-17,9 Mio Bunopithecus hoolock
8,1-15,3 Mio

Hylobates pileatus

Hylobates muelleri

—@18-34 Mio 5,0-9,4 Mio| — Hylobates lar
3,7-6,9 Mio
Hylobates agilis

Hylobates klossii

Hylobates moloch

Pongo abelii

14,4-27.2 Mio

Gorilla gorilla
10,8-20,5 Mio

Homo sapiens
8,7-16,4 Mio

Pan troglodytes
3.9-7.4 Mio

o . Pan paniscus
0.1 Substitutionen/Position

Abbildung 24: Aufspaltungszeiten errechnet anhand eines ML-Baumes. Der schwarze Kreis gibt die

Referenzwerte; die grauen Kreise die ermittelten Zeitpunkte fur die jeweiligen letzten gemeinsamen Vorfahren an.

Nach der Aufspaltung in die beiden Familien Hominidae und Hylobatidae vor etwa 18-34

Mio, kam es innerhalb der Hominidae zu einer relativ fruthen Abtrennung von Pongo (14,4-27,2
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Mio). Von den uibrigen drei Gattungen stellt Gorilla (10,8-20,5 Mio) die erste Abzweigung dar.
Die beiden Linien Homo und Pan trennten sich schlieBlich vor etwa 8,7-16,4 Mio, wobeli sich
letztere Gattungen vor 3,9-7,4 Mio zusitzlich in die zwei Arten P. paniscus und P. troglodytes
unterteilte.

Die Aufspaltung in die vier Gibbon-Gattungen dagegen erfolgte in einem relativ kurzem
Zeitraum (2,9-5,5 Mio), wobei sich Nomascus als erste Gattung von der Stammlinie abzweigte
(11,0-20,8 Mio). Nach der Abtrennung von Symphalangus vor etwa 9,5-17,9 Mio, kam es
schlieBlich zu einer letzten Verzweigung in die Gattungen Bunopithecus und Hylobates (8,1-15,3
Mio). Die sechs Hylobates-Arten entstanden innerhalb eines sehr kurzen Zeitrahmens von nur
1,3-2,5 Mio, so daf} die Artbildung vor etwa 3,7-6,9 Mio abgeschlossen war. Die Unterteilung in
einzelne Arten innerhalb Nomascus begann mit der Abspaltung von N. nasutus vor etwa 5,9-11,2
Mio und wurde durch eine letzte Verzweigung zwischen N. gabriellae und N. leucogenys vor

etwa 2,7-5,1 Mio beendet.

5.4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals alle zwolf anerkannten Gibbon-Arten
molekulargenetisch untersucht. Die erzielten Ergebnisse erbrachten klare Hinweise auf die
phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Hylobatidae, so daf} diese einen
wichtigen Beitrag zum Verstindnis von Evolution und Biogeographie der kleinen
Menschenaffen liefern.

Mit den mitochondrialen Daten aller Gibbon-Arten, funf Homindae-Vertretern sowie von
Papio hamadryas wurden Stammbédume unter Verwendung unterschiedlicher Algorithmen und
Sequenzevolutionsmodelle ermittelt, die die Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb der beiden
Familien meist gut auflosten. Da die Basenzusammensetzungen zwischen den analysierten
Gattungen kaum variiert, kann eine artifizielle Gruppierung phylogenetisch nicht verwandter
Taxa nahezu ausgeschlossen werden (Schmitz et al., 2002b; Tarrio et al., 2001), so dal} die

ermittelte Phylogenie die tatsachliche Evolution der Hominoidea widerspiegelt.
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Phylogenie und Taxonomie der Hylobatidae

Die Monophylie der beiden Schwesterfamilien Hominidae und Hylobatidae ist durch den
Datensatz gut unterstuitzt und bestatigt somit die allgemein gultige Einteilung.

Innerhalb der Hylobatidae konnten die Verwandtschaftsverhiltnisse zwischen den vier
Gattungen nur bedingt gelost werden. So ist zwar eine Schwestergruppenbeziehungen von
Hylobates und Bunopithecus relativ gut belegt, die Verhaltnisse zwischen dieser Gruppe,
Symphalangus und Nomascus aber nur zu erahnen. Die mit den Cytochrom b Daten angedeutete
basale Stellung von Nomascus wird jedoch eindeutig durch Sequenzinformation der
mitochondrialen Kontrollregion bestatigt (Roos & Geissmann, 2001), so dal davon auszugehen
ist, da} die hier ermittelte Phylogenie der realen Evolution entspricht. Demnach kam es nach
einer ersten Abspaltung von Nomascus zur Abzweigung von Symphalangus. Die letzte
Untergliederung innerhalb der Gibbons fand schlieBlich zwischen Bunopithecus und Hylobates
statt. Moglicherweise kann diese phylogenetische Konstellation auch mit der Reduktion der
diploiden Chromosomenzahl von 2n=52, uiber 50 bis zu 44 und 38 in Zusammenhang gebracht
werden. Da die beobachteten Differenzen zwischen den vier Gibbon-Gattungen mit denen
zwischen Homo, Pan und Gorilla vergleichbar sind, ist der Gattungsstatus der vier
Hauptgruppen gerechtfertigt und bestétigt frithere Daten (Roos & Geissmann, 2001). Innerhalb
der Gattung Nomascus wurden vier sehr unterschiedliche Taxa bearbeitet, die sich im
untersuchten Gen in 4,21-7,98% unterscheiden. Als erste Art spaltete sich N. nasutus von der
Stammlinie ab, deren Existenz erst kuirzlich bestatigt wurde (Goldthorpe et al., in Prap.).
Nachdem sich N. concolor abtrennte, kam es schlieBlich zu einer weiteren Verzweigung in die
beiden Arten N. leucogenys und N. gabriellae. Die Verwandtschaftsverhiltnisse zwischen den
sechs untersuchten Hylobates-Arten waren mit den vorliegenden Daten nicht zu klaren und
entsprachen somit fritheren Ergebnissen (Chivers, 1977; Creel & Preuschoft, 1984; Garza &
Woodruff, 1992; Geissmann, 2002a, b; Haimoff et al., 1982). Da die beobachteten Differenzen
zwischen 5,61 und 7,11% liegen, ist jedoch der Artstatus der sechs Taxa gerechtfertigt ist.

Die Hominidae unterteilen sich in die vier Gattungen Pongo, Gorilla, Pan und Homo,

wobei sich Pongo als erstes abzweigt. Als néchstes trennt sich Gorilla ab, so daf} die rezenteste
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Aufspaltung durch Homo und Pan reprasentiert wird. Innerhalb der Gattung Pan kam es
schlieBlich vor 3,9-7,4 Mio zu einer weiteren Untergliederung in die beiden Arten P. paniscus

und P. troglodytes.

Biogeographie der Hylobatidae

Durch die Analyse aller anerkannten Gibbon-Arten konnte in dieser Arbeit erstmals ein
vollstandiges Bild der Hylobatidae-Evolution gezeichnet werden. Um aber die ermittelte
Phylogenie und die daraus abgeleiteten Verbreitungsmuster in Zusammenhang mit geologischen
oder klimatischen Verdnderungen bringen zu konnen, mussen ebenfalls die Aufspaltungszeiten
der einzelnen Gibbon-Taxa bekannt sein. Wie bei allen Primaten ist aber die Datierung aufgrund
der wenigen und schwer klassifizierbaren Fossilfunde, die eine mogliche Kalibrierung
molekularer Uhren abgeben wiirden, schwierig. Der hdufig verwendete Referenzpunkt von 25
Mio fur die Aufspaltung von Hominoidea und Cercopithecoidea basiert auf den Fossilien
Proconsul und Victoriapithecus. Proconsul lebte vor etwa 17-20 Mio in Afrika und wird als
friher Vorfahr der Hominoidea angesehen. Victoriapithecus dagegen liegt in der
Cercopithecoidea-Linie und lebte vor etwa 15-19 Mio ebenfalls in Afrika. Basierend auf diesen
Fossilien und anschlieBender molekularer Datierung wurde der letzte gemeinsame Vorfahr aller
Hominoidea auf etwa 18 Mio geschatzt (Ubersicht in Stewart & Disotell, 1998). Da man heute
prinzipiell von einem alteren Ursprung der Primaten ausgeht (Martin, 2003; Tavaré et al., 2002),
mufBten auch die Aufspaltungszeiten der Hominoidea zuruickgesetzt werden. Gestutzt wird diese
Idee durch molekulare Arbeiten, in denen Kalibrierungspunkte auflerhalb der Primaten gew#éhlt
wurden (Arnason et al., 1996a, 1998, 2000). Die dabei ermittelten Aufspaltungszeiten liegen bei
50-52 Mio fur Cercopithecoidea — Hominoidea und 32-36 Mio fur Hominidae — Hylobatidae.
Aufgrund der Unklarheiten bezuiglich des Ursprungs der Primaten wurden in der vorliegenden
Studie die beiden diskutierten Aufspaltungszeiten von 18 und 34 Mio als Referenzwert fur die
Kalibrierung der molekularen Uhr verwendet.

Die molekularen Daten und Verbreitungsmuster sprechen fur einen afrikanischen

Ursprung der Catarrhini (Stewart & Disotell, 1998). Demnach wanderten die Hominoidea vor
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mindestens 18-34 Mio aus Afrika nach Eurasien aus und verzweigten sich in die beiden Familien
Hominidae und Hylobatidae. Die Hominidae unterteilten sich weiterhin in vier Gattungen, von
denen sich Pongo vor etwa 14,4-27,2 Mio abtrennte. Ein Vorfahr der restlichen drei Gattungen
ist dann wieder nach Afrika zuriickgekehrt und verzweigte sich vor etwa 10,8-20,5 Mio bzw.
8,7-16,4 Mio in die Linien Gorilla, Homo und Pan. Die berechneten Werte stimmen nur bedingt
mit den angenommenen Zeiten anderer Arbeiten iiberein. So ist zwar die frithe Abspaltung von
Pongo vor etwa 14 Mio (Ubersicht in Stewart & Disotell, 1998) bzw. 24-30 Mio (Arnason et al.,
1996, 1998, 2000) mit den Daten dieser Arbeit vergleichbar, jedoch sind die hier ermittelten
Aufspaltungszeiten zwischen Gorilla/Pan/Homo im Vergleich zu anderen Schitzungen etwas
erhoht. Da die geologischen Gegebenheiten innerhalb dieser kurzen Zeitspannen aber nur gering
variierten, hat dies kaum Einflu auf die biogeographische Verbreitungsgeschichte der
Hominidae. Prinzipiell stellt sich aber die Frage, wann die Wanderungen stattfanden. Wire ein
Vorfahr der Hominoidea vor mindestens 34 Mio aus Afrika nach Eurasien gewandert, hitte er
eine Reihe von Wasserbarrieren tberwinden mussen (Whybrow, 1984, 1992). Da dies eher
unwahrscheinlich ist, geht man davon aus, da} die Migrationen vor 20 bzw. 10 Mio stattfanden,
als Landbrucken eine Verbindung zwischen den Kontinenten herstellten (Stewart & Disotell,
1998). Schatzungen die sehr gut mit den ermittelten Aufspaltungszeiten von 18 und 10,8 Mio
ubereinstimmen.

Die Hylobatidae unterteilten sich innerhalb eines sehr kurzen Zeitraumes (2,9-5,5 Mio) in
die vier Gattungen. Die tiefste Abspaltung stellt Nomascus dar, die sich bereits vor etwa 11,0-
20,8 Mio von der Stammlinie abtrennte. Die niachste Verzweigung vor etwa 9,5-17,9 Mio wird
von Symphalangus repréasentiert, die nur auf der malaiischen Halbinsel und Sumatra uiberlebte.
SchlieBlich unterteilte sich die dritte Linie vor etwa 8,1-15,3 Mio in Bunopithecus und
Hylobates.

Drei der vier Gattungen (Nomascus, Bunopithecus und Hylobates) kommen im
Quellgebiet der Flusse Yangtze, Mekong und Salween vor, so daf} diese Region als mogliches
Ursprungsgebiet der Gibbons in Frage kommt. Da Nomascus ursprunglich uber weite Teile

Chinas verbreitet war (Gao et al., 1981; van Gulik, 1967; Zhang et al., 1992) und die ermittelte
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Phylogenie eine klare Nord-Sud-Wanderung der Arten (von N. nasutus uber N. concolor bis zu
N. leucogenys und N. gabriellae) beschreibt, ist davon auszugehen, dall Nomascus uber den
Oberlauf des Mekong in das Gebiet 0stlich des Flusses einwanderte und sich dort nach Suden hin
ausdehnte. Eine mogliche Uberquerung des Mekongs unterhalb seines Oberlaufes erscheint
dagegen als unwahrscheinlich, da der Fluss mindestens seit dem mittleren Miozdn gewaltige
Ausmale hat (Métivier & Gaudemer, 1999) und auch fur weitere Primatenarten (Rhinopithecus,
Pygathrix, Trachypithecus francoisi-Gruppe, Nycticebus pygmaeus) eine unitberwindbare
Barriere darstellt.

Die Abspaltung von Symphalangus vollzog sich vor etwa 9,5-17,9 Mio. Da die Gattung
heute auf der malaiischen Halbinseln und auf Sumatra vorkommt und der Unterart-Status der
beiden Formen angezweifelt wird (Geissmann, 1995), wire es moglich, dal Symphalangus vor
9,5-17,9 Mio nur die malaiische Halbinsel und erst sehr viel spéter, wahrend einer der vielen
Meeresspiegel-Absenkungen im Pleistozéan (Bergh et al., 1996), Sumatra besiedelte.

Die Verzweigung der heute durch den Salween-Flufl getrennten Gattungen Bunopithecus
und Hylobates fand vor etwa 8,1-15,3 Mio statt. Da der Salween vermutlich bereits zu dieser
Zeit eine schwer iiberwindbare Barriere darstellte, erscheint eine Uberquerung des Flusses im
Oberlauf als wahrscheinlich.

Die Gattung Hylobates unterteilte sich schlie3lich Radiations-artig vor 5,0-3,7 bzw. 9,4-
6,9 Mio in sechs Arten, die uber weite Teile Sud-Ost-Asiens verbreitet sind. Da in beiden
Zeitraumen Verbindungen zwischen den heutigen Verbreitungsgebieten bestanden, kann keine
der Zeiten fur die Ausdehnung der Gattung ausgeschlossen werden. Die Verbindungen zwischen
den Inseln und dem Festland waren jedoch durch einen niedrigeren Meeresspiegel vor 5 Mio
deutlich mehr ausgeprégt als vor 10 Mio (Hall, 1998, 2001), so dal eine spitere Radiation vor

5,0-3,7 Mio eher in Frage kommt.

5.5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Gibbon-Studie wurden erstmals alle 12 Arten der Hylobatidae

molekulargenetisch untersucht. Die anhand mitochondrialer Cytochrom b Daten erstellten
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Phylogenien erbrachten meist eine klare Auflosung der Verwandtschaftsverhdltnisse und
bestatigten die bereits publizierten Ergebnisse. Demnach spaltet sich Nomascus als erste Linie
ab, gefolgt von Symphalangus, wobei die letzte Verzweigung durch Bunopithecus und Hylobates
reprasentiert wird. Innerhalb der Gattungen konnten die phylogenetischen Beziehungen nur
bedingt gelost werden. So kann zwar vom Datensatz eindeutig die Abspaltungsfolge der
Nomascus-Arten abgeleitet werden, nicht aber die der Hylobates-Arten, die sich vermutlich
Radiations-artig verzweigten. Weiterhin konnten die Zeiten fur die jeweiligen letzten
gemeinsamen Vorfahren der einzelnen Gruppen ermittelt werden. Da die jungeren Datierungen
insgesamt besser mit den geologischen Gegebenheiten vereinbar sind, wird davon ausgegangen,

daB3 der Ursprung der Hominoidea nicht alter als 25 Mio ist.



6. Allgemeine Diskussion 83

6. Allgemeine Diskussion

Das primare Ziel dieser Dissertation war die Auflosung von phylogenetischen
Verwandtschaftsverhiltnissen innerhalb der Halbaffen, Schlankaffen und Gibbons, die jeweils
durch ein umfangreiches Arten-Spektrum reprasentiert waren. So konnten alle Gattungen der
Halbaffen, neun der zehn Colobinae-Gattungen und alle Gibbon-Arten bearbeitet werden. Fur
die Rekonstruktion der Verwandtschaftsbeziehungen wurden Fragmente des mitochondrialen
Genoms sequenziert und phylogenetisch analysiert. Zusatzlich wurden exemplarisch fur die
Halbaffen 51 Transpositionsereignisse, die als molekular-kladistische Marker Verwendung
fanden, charakterisiert. Die mit den beiden Methoden erstellen Phylogenien erbrachten dabei
uberwiegend eindeutige Verwandtschaftsverhaltnisse, so daf} die Ergebnisse dieser Arbeit einen
wichtigen Beitrag zum Verstindnis der evolutiondren Zusammenhidnge innerhalb der drei
Primatengruppen liefern. Anhand der erstellten Phylogenien und in Kombination mit
geologischen Gegebenheiten wurde auch die biogeographische Verbreitungsgeschichte der

jeweiligen Gruppen rekonstruiert und mogliche Uberschneidungen zwischen diesen ermittelt.

Basenzusammensetzung

Die Analyse der Cytochrom b Sequenzen zeigt eine hohe Variabilitat der
Basenzusammensetzung zwischen den einzelnen Halbaffen-Gattungen an. Innerhalb der
Colobinae und Hominoidea dagegen sind diese sehr homogen gestaltet, wobei zwischen
Colobinae und Cercopithecinae ebenfalls eine klare Verschiebung des Guanin- und Cytosin-
Gehalts erkennbar ist. Vermutlich ist die sehr heterogene Basenzusammensetzung bei Halbaffen
fur die auf mitochondrialen Daten basierende und durch drei Transpositionsereignisse widerlegte
artifizielle Gruppierung von Galagonidae und afrikanischen Loridae zum Ausschluf3 der
asiatischen Loridae verantwortlich. Ein Grund fur die Veranderungen der
Basenzusammensetzung liegt moglicherweise in einem Mitochondrien-spezifischen gerichteten
Mutationsdruck, der bereits fur Primaten und Dermopteren beschrieben wurde (Schmitz et al.,

2002b).
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Paarweise Differenzverteilung und Systematik

Die beobachteten Differenzen im Cytochrom b Gen zwischen den Halbaffen-Taxa sind
durchschnittlich groBer als die zwischen den Colobinae- und Hylobatidae-Taxa der gleichen
taxonomischen Einheit. So unterscheiden sich die anerkannten Halbaffen-Arten in 2,72-14,45%;
die maximale Differenz zwischen den Arten der Hylobatidae dagegen liegt bei nur 7,98%.
Ahnliches gilt fur die Gattungen: bei Halbaffen liegt der Unterschied bei 12,54-19,56%; bei
Colobinae bei 12,34-15,69% und bei Hylobatidae bei 9,47-15,35%.

Insgesamt bestitigen die ermittelten paarweisen Differenzvergleiche die heutigen
Erkenntnisse, daf} die Diversitat kleiner Sduger-Arten eher unter- und die der groB3eren Arten
eher Uiberschatzt wurde (Castresana, 2001). So wurden bei kleineren Arten sehr unterschiedliche
Taxa nur als Unterarten oder uiberhaupt nicht als eigenstindige Taxa anerkannt, wogegen bei
grofleren Arten hédufig zu stark unterteilt wurde. In dieser Arbeit konnte diese Korpergrofen-
basierte Ungleichverteilung bestatigt werden. Weiterhin wurde festgestellt, dal auch nachtaktive
Formen eine sehr viel groflere Diversitiat reprasentieren als dies bisher angenommen wurde. So
liegen die beobachteten Distanzen zwischen tagaktiven oder kathemeralen Halbaffen-Arten
(Eulemur sp., Lemur catta, Hapalemur sp., Varecia sp., Propithecus sp., Indri indri) bei
maximal 11,58% (< 8,05%) und sind somit mit denen zwischen Hylobatidae-Arten von 7,98%
vergleichbar. Im Gegensatz hierzu unterscheiden sich die nachtaktiven Halbaffen-Arten in bis zu
14,45% (Microcebus sp.). Bemerkenswert dabei ist, da} die tagaktiven Vertreter zum Beispiel
der Gattung Eulemur traditionell schon immer in funf Arten klassifiziert wurden, die der Gattung
Microcebus aber bis vor kurzem nur in zwei Arten (Napier & Napier, 1985). Ahnliches trifft
auch fur die beiden einzigen nachtaktiven Gattungen der Haplorrhini Tarsius (Koboldmakis) und
Aotus (Nachtaffen) zu. Traditionell klassifizierte man alle Formen der Nachtaffen als Unterarten
von Aotus trivirgatus (Napier & Napier, 1985), jedoch unterscheiden sich die einzelnen Taxa
durch sehr unterschiedliche Chromosomensitze, wonach heute acht Arten anerkannt werden
(Geissmann, 2002a). Bei den Koboldmakis, die ursprunglich in drei Arten unterteilt wurden

(Napier & Napier, 1985), geht man heute von mindestens sieben Arten aus (Geissmann, 2002a).
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Erklaren 1aBt sich diese Ungleichverteilung durch die ursprungliche Klassifizierung
anhand von uberwiegend Fell-morphologischen Merkmalen. Im Gegensatz zu tagaktiven
Primaten weisen nachtaktive Vertreter aber keine gro3eren Unterschiede in der Fellfarbung auf,
da ihnen diese in der Dunkelheit keine Vorteile verschaffen. Fur sie sind Unterschiede zum
Beispiel in der Vokalisation sehr viel wichtiger; ein Merkmal, welches erst in letzten Jahren
naher untersucht wurde. Basierend auf den Ergebnissen dieser und weiterer Arbeiten
(Castresana, 2000; Yoder et al., 2000) a3t sich vermuten, dafl die Diversitat nachtaktiver und
kleinerer Arten bisher als zu gering angenommen wurde und es somit zukunftig durch die
Analyse besser geeigneter Merkmale zu weiteren taxonomischen Aufspaltung innerhalb dieser

Gruppen kommen wird.

Phylogenetische Rekonstruktionen

Fur die Analyse phylogenetischer Verwandtschaftsbeziehungen wurden in dieser Arbeit
uberwiegend Sequenzen des mitochondrialen Cytochrom b Gens (1140 bp) verwendet. Die
Abspaltungsfolge innerhalb der Colobinae war mit diesem Datensatz aber nicht zu klaren, so dafl
weitere Abschnitte des mitochondrialen Genoms sequenziert wurden. Das dafur auserwahlte
Fragment beinhaltete neben dem Cytochrom b Gen die Kontrollregion, die 12S rRNA, Teile der
16s rRNA sowie die dazwischen liegenden tRNAs und hatte eine Gesamtldnge von etwa 4,3 kb.
Die anschlieBenden phylogenetischen Rekonstruktionen wurden mit Hilfe unterschiedlicher
Algorithmen und Sequenzevolutionsmodelle durchgefuhrt. Die dabei ermittelten
Baumtopologien waren meist identisch und unterschieden sich nur in der statistischen
Unterstutzung einzelner Aste, so dal davon auszugehen ist, daf} die erstellten Phylogenien die
reale Evolution der drei Primatengruppen widerspiegeln. Bewiesen werden konnte dies zudem
am Beispiel der Halbaffen anhand von molekular-kladistischen Markern. Die dabei ermittelte
Phylogenie bestitigte prinzipiell die auf mitochondriale Daten basierende Topologie, 16ste in
einigen Féllen jedoch sogar besser auf (Position Phaner, Verhdltnis Indriidae-Lemuridae).
Einzig widerspruchlich waren die Verwandtschaftsbeziehungen zwischen afrikanischen Loridae,

asiatischen Loridae und Galagonidae. Obwohl die Monophylie der Loridae durch drei
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Transpositionsereignisse klar belegt ist, deuten die mitochondrialen Daten eine
Schwestergruppenbeziehung der afrikanischen Vertreter zum Ausschlufl der asiatischen an. Da
diese Konstellation statistisch aber relativ schwach oder gar nicht unterstuitzt ist, sollte diese als
unaufgelost angesehen werden, wodurch sich der Widerspruch zur SINE-basierten Phylogenie
aufhebt.

Insgesamt zeigte sich, dal die mitochondrialen Daten besonders zur Rekonstruktion von
phylogenetischen Verwandtschaftsverhéltnissen zwischen nah verwandten Taxa, jedoch nicht
zur Auflosung von Radiationen oder tiefen Verzweigungen geeignet waren. Trotz der moglichen
Ungleichverteilung von ursprunglich polymorphern Markern in Folgelinien (,,Incomplete
Lineage Sorting*), die hier nicht entdeckt wurde, erwiesen sich Transpositionsereignisse bei
tiefen Aufspaltungen als unschlagbares Markersystem. Durch die Kombination von
mitochondrialen und molekular-kladistischen Daten konnte so ein vollstindiges Bild der
Halbaffen-Evolution gezeichnet werden. Fur die Schlankaffen und Gibbons wurden
ausschlieBlich mitochondriale Daten verwendet, die aber aufgrund der jungen Aufspaltungen

eine relativ gute Auflosung der Verwandtschaftsbeziehungen ermoglichten.

Biogeographsiche Rekonstruktionen

Anhand der klar belegten Phylogenien konnten die Verbreitungsmuster der drei Gruppen
rekonstruiert werden. Um aber mogliche Zusammenhédnge zwischen diesen Szenerien und
geologischen Veranderungen aufzudecken, mussen auch Zeiten fur die jeweiligen Wanderungen
oder Separierungen bekannt sein. Die Berechnung dieser Zeiten erfolgte anhand der
Sequenzdaten unter Annahme einer molekularen Uhr. Zur Kalibrierung wurden Fossilfunde und
bereits publizierte Referenzwerte aus molekularen Arbeiten verwendet. Da die Ansichten iiber
den Ursprung der Primaten jedoch stark variieren (63-81,5 Mio), wurden in dieser Arbeit die
jeweiligen diskutierten Zeiten zur Kalibrierung der molekularen Uhr eingesetzt. Aufgrund dieser
Unsicherheiten bezuglich des Alters der Primaten und der Analyse eines nur sehr kurzen
Abschnitts sollten die hier ermittelten Aufspaltungszeiten jedoch nur als grober Anhaltspunkt

gewertet werden.



6. Allgemeine Diskussion 87

Insgesamt zeigte sich, daB die jungeren Schatzungen fur die jeweiligen Verzweigungen
eher mit geologischen Veranderungen und Fossilfunden vereinbar sind als die alteren
Datierungen. Bei den Halbaffen trifft dies vor allem auf die Besiedelung des indischen
Subkontinents zu, der erst vor etwa 42 Mio mit Asien kollidierte (Patriat & Segoufin, 1988). Der
alteren Schatzung zufolge wire die Auswanderung aus Asien vor etwa 44-53 Mio geschehen und
somit zu einer Zeit als noch keine Verbindung zwischen den beiden Landmassen bestand. Die
Besiedelung des indischen Subkontinents durch Loris vor etwa 44 Mio laf3t sich demnach nur
durch eine Uberquerung einer Wasserbarriere erklaren. Die frithere Schitzung von 33 Mio fur
eine Besiedelung des indischen Raums dagegen wire iber Land moglich gewesen.

Die zweite grole Wanderungsbewegung der Halbaffen fuhrte nach Madagaskar und fand —je
nach Kalibrierung- in einem Zeitraum von vor etwa 53-61, 44-50 bzw. 70-80 Mio statt. Da in all
diesen Zeitraumen keine Landverbindung mehr zwischen der Insel und Afrika bestand, kann eine
Besiedelung nur durch eine Uberquerung der StraBle von Mozambique uiber Wasser erklart
werden.

Bei den Schlankaffen und Gibbons stimmen die jingeren Schiatzungen ebenfalls besser mit den
geologischen Gegebenheiten uiberein. Die Auswanderung der Colobinae und Hominoidea aus
Afrika nach Asien vollzog sich vor etwa 8,6-9,9 oder 18,3-21,2 Mio (Colobinae) bzw. vor etwa
18 oder 34 Mio (Hominoidea). Da in der Zeit von vor 10-20 Mio der Weg zwischen Asien und
Afrika durch keine groleren Wasserbarrieren eingeschrankt wurde, gilt dieser Zeitraum fur die
Wanderungsbewegungen als sehr wahrscheinlich (Stewart & Disotell, 1998). Somit wurden zwar
die beiden geschitzten Zeitraume fur die Colobinae-Auswanderung in diesem Bereich liegen,
jedoch fur die Hominoidea nur der jungere. Die Ausdehnung der Colobinae- und Hylobatidae-
Gattungen dagegen war vermutlich weniger durch Veranderungen des Meeresspiegels
beeinfluft, so daB} hier keine Zusammenhange aufgedeckt wurden. Die auf etwa 3,7-5,0 Mio
geschiatzte Ausbreitung der Hylobates-Arten jedoch war aufgrund starker ausgepragter
Landbriicken zwischen den heutigen Verbreitungsgebieten eher moglich als vor etwa 6,9-9,4
Mio. Weiterhin kommt hinzu, daf} die Mentawai-Inseln moglicherweise erst vor etwa 5 Mio

entstanden sind (Hall, 1998) und somit eine Besiedelung vor etwa 8 Mio durch H. klossii
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ausgeschlossen werden kann. Ahnliches gilt auch fur die Besiedelung der Inseln durch Simias.
Aufgrund der vermuteten Schwestergruppenbeziehung von Simias und Nasalis kann deren
Verzweigung auf maximal 6 bzw. 13 Mio geschiatzt werden. Aus geologischen Griinden ist eine
Kolonialisierung der Inseln somit nur mit dem junger geschatzten Zeitpunkt vereinbar.

Auf dem afrikanischen Kontinent sind Schlankaffen und Halbaffen weit verbreitet, wobei
Schlankaffen fast ausschlieBlich im tropischen Regenwald zu finden sind. Obwohl Vertreter
beider Gruppen sympatrisch vorkommen, wurden keine Ahnlichkeiten zwischen den
Verbreitungsmustern der Gattungen erkannt. In Asien dagegen wurden klare Uberschneidungen
zwischen den ermittelten Verbreitungsszenerien der Halbaffen, Schlankaffen und Gibbons

festgestellt, von denen im folgendem einige naher beschrieben werden:

1. indischer Subkontinent

Jeweils eine Gattung der Halbaffen (Loris) und Schlankaffen (Semnopithecus) ist auf dem
indischen Subkontinent und Sri Lanka verbreitet. Da beide Gattungen in ihren Primatengruppen
immer die erste Abspaltung innerhalb der asiatischen Vertreter darstellen, ist anzunehmen, dafl
deren Vorfahren aus Afrika nach Asien einwanderten. Nach der Abzweigung der indischen
Formen sind dann die Vorfahren der restlichen Presbytini bzw. von Nycticebus weiter nach Sud-
Ost-Asien vorgedrungen. Obwohl zwar hier eine klare geographische Verbindung zwischen den
beiden Szenerien besteht, muf} es sich aber um zwei unabhangige Ereignisse gehandelt haben, da
die Schlankaffen erst vor etwa 8,6-9,9 (18,3-21,2) Mio nach Asien einwanderten und somit

deutlich spiter als die Halbaffen (33-40 (44-53) Mio).

2. Indochina: Mekong

In allen drei Primatengruppen lassen sich Vertreter finden, die in Indochina (Region 0stlich des
Mekongs) endemisch sind. Bei den Halbaffen ist dies Nycticebus pygmaeus, bei Schlankaffen
sind dies die Gattungen Pygathrix und Rhinopithecus sowie die Superspezies Trachypithecus
[francoisi] und bei den Gibbons die Gattung Nomascus. Die Abspaltung von N. pygmaeus von

den restlichen Nycticebus-Arten vollzog sich vor etwa 10,5-13,7 Mio und ist somit mit der
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Abtrennung von Nomascus von den ubrigen Hylobatidae-Gattungen vor etwa 11,0-20,8 Mio
vergleichbar. Die Uberquerung des Mekongs durch die ,,odd-nosed monkeys* Nasalis, Pygathrix
und Rhinopithecus dagegen geschah erst vor etwa 6,2-7,7 (13,2-16,5) Mio. In der Geschichte des
Flusses kam es dann noch zu weiteren Uberquerung durch Arten der Schlankaffen (7. germaini,
T. crepusculus mit Trachypithecus [francoisi]) und Halbaffen (N. bengalensis), die aber

vermutlich erst im Plio- und Pleistozan stattfanden.

3. Indochina: Yangtze

Nachdem Nasalis nach Borneo auswanderte, verzweigten sich vor etwa 5,7-12,2 Mio auch
Pygathrix und Rhinopithecus. Etwa zeitgleich (5,9-11,2 Mio) spaltete sich auch Nomascus
nasutus von den sudlicheren Formen ab. Als mogliche Barriere zwischen den jeweiligen
Gruppen und als nordliche Grenze von Pygathrix kommt der Yangtze in Frage, der bis ins spite
Miozéan im Delta des roten Flusses (Nord-Vietnam) mundete und erst spater seinen heutigen
Verlauf einnahm (Kottelat, 1989). Fur die spater eingewanderten Arten stellte der Yangtze

dagegen keine Barriere mehr dar, da sie sich erst nach dessen Richtungswechsel ausdehnten.

4. Mentawai-Inseln

Auf den Mentawai-Inseln (Siberut, Sipora, Nord- und Sud-Pagai) westlich von Sumatra leben
die funf endemischen Primatenarten Presbytis potenziani, Simias concolor, Hylobates klossii,
Macaca siberu und M. pagensis, wobei fur die Makaken bereits gezeigt wurde, dal} diese die
Inseln zweimal (vor 1,1 und 2,2 Mio) besiedelten (Roos et al., 2003). Da die anderen drei Arten
jedoch im Gegensatz zu Macaca keine nah verwandte Form auf Sumatra haben, ist eine
einmalige Besiedelung der Inseln durch diese Arten wahrscheinlich, konnte aber aufgrund der
wenigen molekularen Daten bisher nicht bestatigt werden. Nach den Berechnungen dieser Arbeit
besiedelte H. klossii die Inseln vor 4,3-8,0 Mio. Da die Mentawais aber vermutlich erst vor etwa
5 Mio entstanden sind (Hall, 1998), kdme nur die jungere Schiatzung fur eine Besiedelung in
Frage. Ahnliches trifft auch fur die Kolonialisierung durch Simias zu. Obwohl in bisherigen

molekularen Arbeiten noch kein Vertreter dieser Gattung untersucht wurde, geht man aufgrund
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morphologischer Merkmale von einer Schwestergruppenbeziehung von Nasalis und Simias aus
(Geissmann, 2002a). Den hier errechneten Zeiten entsprechend trennte sich Nasalis vor 6,2-13,2
Mio von Pygathrix/Rhinopitheus ab, wodurch eine Besiedelung der Inseln durch Simias auf
maximal 6 bzw. 13 Mio festgelegt werden kann. Da diese beiden Werte aber die maximale
Spanne beschreiben, wire ein spéterer Zeitpunkt ebenfalls moglich, wobei aus geologischen
Grunden hier auch nur die jungere Schiatzung von maximal 6 Mio in Frage kommt. Von
Presbytis potenziani gibt es bisher ebenfalls keine molekularen Daten, wodurch dessen
phylogenetische Verwandtschaftsbeziehungen zu anderen Presbytis-Vertretern ungeklart blieb.
Anhand molekularer Daten konnte jedoch der letzte gemeinsame Vorfahr der tibrigen Presbytis-
Arten auf etwa 4,9-10,5 Mio geschatzt werden (Roos, unpublizierte Daten). Da P. potenziani
innerhalb der Gattung vermutlich eine sehr frithe Abspaltung darstellt, kann eine Besiedelung der
Mentawai-Inseln auf einen Zeitraum von etwa 4-5 bzw. 9-10,5 Mio begrenzt werden. Den
errechneten Zeiten nach waren die Inseln somit insgesamt durch drei Wanderungsbewegungen
besiedelt worden. Wiahrend der ersten, die kurz nach dem Entstehen der Inseln geschah,
wanderten Hylobates klossii, Presbytis potenziani und Simias concolor ein, die letzten beiden
Wanderungen dagegen vollzogen sich erst vor 2,2 und 1,1 Mio und hatten die erfolgreiche

Besiedelung durch Macaca siberu und M. pagensis zur Folge.
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7. Allgemeine Zusammenfassung

Die primare Aufgabe dieser Studie war die Rekonstruktion von phylogenetischen
Verwandtschaftsverhaltnissen innerhalb der Halbaffen (Strepsirrhini), Schlankaffen (Colobinae)
und Gibbons (Hylobatidae). Basierend auf den erstellten Phylogenien sollten weiterhin die
biogeographischen Verbreitungsmuster der jeweiligen Gruppen rekonstruiert und modgliche

Uberschneidungen zwischen diesen ermittelt werden.

Innerhalb der Strepsirrhini gibt es eine Reihe von unbeantworteten Fragen bezuglich
ihrer Evolutionsgeschichte. Besonders herausragend ist die nach der phylogenetischen Position
des Fingertieres (Daubentonia, Chiromyiformes) und der damit verbundenen
Besiedelungsgeschichte Madagaskars. Ebenso interessant sind die Verwandtschaftsverhéltnisse
innerhalb der in Asien und Afrika verbreiteten Loriformes. Obwohl die Monophylie der beiden
Familien Loridae und Galagonidae anhand morphologischer Merkmale eindeutig belegt ist, gibt
es molekulare Hinweise auf eine Paraphylie der Loridae. Hinzu kommt, dafl auf beiden
Kontinenten grazile als auch robuste Formen der Loridae vertreten sind, wodurch eine
phylogenetische Rekonstruktion der Verwandtschaftsverhéltnisse zusatzlich erschwert wird. Die
Lemuriformes werden in die vier Familien Lemuridae, Indriidae, Lepilemuridae und
Cheirogaleidae unterteilt. Deren Verwandtschaftsbeziehungen zueinander und die
Abspaltungsfolgen innerhalb sind bisher jedoch nahezu ungeklart.

Zur Rekonstruktion der evolutiondren Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Halbaffen
wurden Sequenzen des mitochondrialen Cytochrom b Gens von 145 Individuen aus allen 22
Gattungen generiert und anschlieBend mit unterschiedlichen Algorithmen und
Sequenzevolutionsmodellen phylogenetisch analysiert. Weiterhin wurden 51 SINE-Integrationen
auf Mono- und Multi-Lokus-Ebene charakterisiert, die als molekular-kladistische Marker die auf
mitochondrialen Daten basierende Phylogenie untermauern sollten. Durch die Kombination der
beiden Methoden konnten somit eine Reihe von evolutionsbiologischen Fragen der Halbaffen

geklart werden.
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Die Ergebnisse beweisen eindeutig die Monophylie der madagassischen Vertreter, wodurch eine
nur einmalige Besiedelung Madagaskars als wahrscheinlich gilt. Die
Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den vier Lemuriformes-Familien konnten dagegen mit
keiner der beiden Methoden geklart werden, jedoch fand sich eine SINE-Transposition, die
Hinweise auf eine Schwestergruppenbeziehung von Lemuridae und Indriidae liefert. Die
Abspaltungsfolge innerhalb der Lemuridae und Cheirogaleidae ist relativ gut aufgelost. So trennt
sich innerhalb der Lemuridae Varecia als erste Linie ab. Eulemur bildet schlieBlich die
Schwestergattung zu einer Gruppe bestehend aus Lemur und Hapalemur. Bei den Cheirogaleidae
stellt Phaner die erste Abzweigung dar, gefolgt von Cheirogaleus und Allocebus; Mirza und
Microcebus bilden die letzte Aufspaltung. Die Verhaltnisse zwischen den drei Indriidae-
Gattungen Indri, Propithecus und Avahi dagegen sind nur schwach angedeutet. Die Monophylie
der beiden Loriformes-Familien Loridae und Galagonidae konnte mit Hilfe von SINE-
Integrationen klar bewiesen werden; ebenso die jeweilige Schwestergruppenbeziehung der
afrikanischen (Perodicticus, Arctocebus) und asiatischen (Nycticebus, Loris) Loridae. Innerhalb
der Galagonidae gibt es nur eine schwache Unterstiitzung fur einen gemeinsamen Ursprung von
Galago und Otolemur zum Ausschlul von Galagoides. Weiterhin lieferten die Daten klare
Hinweise auf die Abspaltungsfolge innerhalb der einzelnen Gattungen.

Anhand der erstellten Phylogenie konnte die Verbreitungsgeschichte der Halbaffen rekonstruiert
werden. So liegt der Ursprung der Strepsirrhini vermutlich in Afrika. Von dort aus kam es dann
zu zwei Wanderungsbewegungen, die vor 53-61 (44-80) Mio nach Madagaskar und vor etwa 33-

40 (27-53) Mio nach Asien fuhrten.

Die Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen den zehn Colobinae-Gattungen sind bis heute
nahezu ungeklart. Insbesondere trifft dies auf die angezweifelte Monophylie von afrikanischen
und asiatischen Vertretern zu. Weiterhin gibt es keine klaren Vorstellung uber die
phylogenetischen Beziehungen innerhalb der ,,odd-nosed monkeys* (Nasalis, Simias, Pygathrix,
Rhinopithecus) und zwischen den urspringlich in Presbytis vereinigten Spezies-Gruppen

Presbytis, Trachypithecus und Semnopithecus. Die evolutiondren Verhéltnisse zwischen den drei
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afrikanischen Gattungen Colobus, Procolobus und Piliocolobus sind ebenfalls unzureichend
gelost.

Zur Rekonstruktion der phylogenetischen Verwandtschaftsverhiltnisse innerhalb der Colobinae
wurde ein etwa 4,3 kb langes Fragment des mitochondrialen Genoms von neun der zehn
Gattungen sequenziert und phylogenetisch analysiert. Der auserwahlte Abschnitt beinhaltet das
Cytochrom b Gen, die Kontrollregion, die 12S rRNA, Teile der 16S rRNA sowie die dazwischen
liegenden tRNAs fur Threonin, Prolin, Phenylalanin und Valin. Da das Fragment schnell und
langsamer evolvierende Bereiche enthilt, sollte eine Auflosung der Verhéltnisse ermoglicht
werden.

Die ermittelten Phylogenien beweisen eindeutig die jeweilige Monophylie von asiatischen und
afrikanischen Vertretern. Innerhalb der afrikanischen Gattungen bildet Colobus dann die erste
Abspaltung, so daB3 Procolobus und Piliocolobus Schwestergattungen darstellen. Auf dem
asiatischen Kontinent kam es zu einer ersten Abzweigung von Semnopithecus. Die restlichen
Gattungen unterteilen sich in zwei Gruppen mit einerseits Trachypithecus und Presbytis und
andererseits mit Nasalis, Pygathrix und Rhinopithecus. Obwohl ein gemeinsamer Ursprung der
,,odd-nosed monkeys* klar belegt ist, konnen die Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen den drei
untersuchten Gattungen nicht aufgelost werden.

Anhand der erstellten Phylogenie ist von einem afrikanischen Ursprung der Colobinae
auszugehen. Die Auswanderung nach Asien vollzog sich schlieB3lich vor etwa 8,6-9,9 (18,3-21,2)

Mio.

Die in Asien beheimateten Hylobatidae konnen in die vier Gattungen Nomascus,
Symphalangus, Bunopithecus und Hylobates untergliedert werden. Die
Verwandtschaftsverhédltnisse zwischen diesen sind aber bisher kaum bekannt. Ebenso gibt es
keine klaren Vorstellung uiber die phylogenetischen Beziehungen zwischen den sechs Hylobates-
(H. agilis, H. klossii, H. lar, H. moloch, H. muelleri, H. pileatus) und den vier Nomascus-Arten

(N. concolor, N. gabriellae, N. leucogenys, N. nasutus).
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Zur Rekonstruktion der phylogenetischen Verwandtschaftsverhdltnisse innerhalb der
Hylobatidae wurden Sequenzen des mitochondrialen Cytochrom b Gens von allen anerkannten
Arten ermittelt und phylogenetisch untersucht.

Die Phylogenien deuten eine basale Position von Nomascus an. Nach der Abspaltung von
Symphalangus trennten sich schlieBlich auch Bunopithecus und Hylobates voneinander.
Innerhalb von Nomascus ist die Abspaltungsfolge klar belegt. Demnach spaltet sich N. nasutus
als erst Linie ab, gefolgt von N. concolor, so dall N. leucogenys und N. gabriellae die rezenteste
Verzweigung bilden. Die Verhiltnisse zwischen den sechs Hylobates-Arten dagegen konnten

nicht geldst werden, so dal von einer Radiations-artigen Verzweigung auszugehen ist.

Zur Berechnung von Aufspaltungszeiten wurden die mitochondrialen Daten verwendet.
Da das Alter des letzten gemeinsamen Vorfahren aller Primaten umstritten ist, wurden zur
Kalibrierung der molekularen Uhr unterschiedliche Werte eingesetzt. Die anhand der Zeiten und
Phylogenien ermittelten Verbreitungsszenerien wurden anschlieBend mit geologischen
Gegebenheiten verglichen. Es zeigte sich, dal die junger geschiatzten Aufspaltungszeiten eher
mit geologischen Verdnderungen vereinbar sind als die #lteren, so dal} insgesamt von einem

jungeren Ursprung der Primaten auszugehen ist.

Da es in Afrika und Asien Uberschneidungen zwischen den Verbreitungsgebieten der
Primatengruppen gibt, wurden diese auf mogliche evolutionsgeschichtliche Zusammenhange hin
untersucht. Fur den afrikanischen Kontinent ergaben sich dabei keine Verbindungen. In Asien
jedoch konnten klare Korrelationen zwischen Evolution, Geologie und Verbreitung ermittelt
werden. Insbesondere trifft dies auf den indischen Subkontinent, die Mentawai-Inseln und

Indochina zu.
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Tabelle 5: Liste der verwendeten Proben

ART HERKUNFT SPONSOR
LORIFORMES

Loris tardigradus grandis Sri Lanka H. Schulze
Loris tardigradus grandis Sri Lanka H. Schulze
Loris tardigradus Sri Lanka H. Schulze
Loris tardigradus Sri Lanka H. Schulze
Loris tardigradus Sri Lanka H. Schulze
Loris tardigradus Sri Lanka H. Schulze
Loris tardigradus tardigradus Matara, Sri Lanka A. Nekaris
Loris tardigradus tardigradus Matara, Sri Lanka A. Nekaris
Loris tardigradus tardigradus Matara, Sri Lanka A. Nekaris
Loris tardigradus tardigradus Matara, Sri Lanka A. Nekaris
Loris tardigradus nycticeboides Anthropol. Institut Zirich
Loris lydekkerianus lydekkerianus Ayyalur, Tamil Nadu, S-Indien A. Nekaris
Loris lydekkerianus lydekkerianus Ayyalur, Tamil Nadu, S-Indien A. Nekaris
Loris lydekkerianus lydekkerianus Ayyalur, Tamil Nadu, S-Indien A. Nekaris
Loris lydekkerianus nordicus H. Schulze
Loris lydekkerianus nordicus Zoo Berlin

Nycticebus pygmaeus
Nycticebus pygmaeus
Nycticebus pygmaeus
Nycticebus pygmaeus
Nycticebus pygmaeus
Nycticebus pygmaeus
Nycticebus pygmaeus
Nycticebus pygmaeus
Nycticebus intermedius
Nycticebus bengalensis
Nycticebus bengalensis
Nycticebus bengalensis
Nycticebus bengalensis
Nycticebus bengalensis
Nycticebus bengalensis
Nycticebus bengalensis
Nycticebus bengalensis
Nycticebus bengalensis
Nycticebus bengalensis
Nycticebus bengalensis
Nycticebus coucang
Nycticebus coucang
Nycticebus menagensis
Nycticebus javanicus
Nycticebus javanicus
Nycticebus javanicus
Nycticebus javanicus
Perodicticus potto potto
Perodicticus potto potto
Perodicticus potto potto

Perodicticus potto edwardsi

Vietnam
Vietnam
Vietnam
Vietnam
Vietnam
Vietnam

Vietnam

Hoa Binh, Vietnam, Typus-Exemplar

Vietnam
Vietnam
Vietnam

Vietnam

Sumatra

Malaiische Halbinsel
Borneo

Java

Java

Java

Java

Mt Kupe, SW-Kamerun

U. Streicher

U. Streicher

U. Streicher

Vu Ngoc Thanh
Vu Ngoc Thanh
Vu Ngoc Thanh
Vu Ngoc Thanh
H. Schulze

Vu Ngoc Thanh
U. Streicher

U. Streicher

U. Streicher

U. Streicher
Zoo Besangon
Zoo Besangon
C. Welker

H. Schulze

Zoo Singapur
Zoo Singapur
Zoo Berlin

H. Meinig

Zoo Singapur
Museum Berlin
H. Schulze

H. Schulze

H. Schulze

H. Schulze

H. Schulze

H. Schulze

C. Welker

L. Pimley
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Perodicticus potto ibeanus Bili, NO-Zaire K. Amman
Perodicticus potto ibeanus Bili, NO-Zaire K. Amman

Arctocebus calabarensis
Arctocebus calabarensis
Arctocebus calabarensis

Arctocebus calabarensis

Galago senegalensis senegalensis

Galago senegalensis senegalensis

Galago senegalensis
Galago senegalensis
Galago moholi
Galago matschie
Euoticus elegantulus
Galago granti
Galago zanzibaricus
Otolemur crassicaudatus
Otolemur garnetti
Otolemur garnetti
Otolemur garnetti
Otolemur garnetti
Galago gabonensis
Galago cameronensis
Galagoides demidoff
Galagoides demidoff
Galagoides demidoff
Galagoides demidoff
Galagoides demidoff
Galagoides demidoff

Galagoides demidoff murinus

Galagoides thomasi

CHIROMYIFORMES

Umuahai, Nigeria

Basho, Kamerun
Togo
Togo

Tanzania

Sagmelima, Kamerun
Mt Kupe, SW-Kamerun

Mt Kupe, SW-Kamerun
Bili, NO-Zaire

Museum Edinburgh
Museum Edinburgh
Museum Edinburgh
Museum Berlin

Museum Edinburgh
Museum Edinburgh

H. Schulze

Anthropol. Institut Zurich
C. Welker

NCBI: AF 271409
Museum Berlin

Museum Berlin

J. Masters

C. Welker

C. Welker

Anthropol. Institut Zurich
Anthropol. Institut Zurich
Anthropol. Institut Zurich
Museum Berlin

L. Pimley

W. Schempp

W. Schempp

W. Schempp

W. Schempp

W. Schempp

H. Tichy

L. Pimley

K. Amman

Daubentonia madagascariensis
Daubentonia madagascariensis

LEMURIFORMES

Duke Universitat
Anthropol. Institut Zurich

Phaner furcifer pallescens
Phaner furcifer pallescens
Phaner furcifer pallescens
Cheirogaleus major
Cheirogaleus major
Cheirogaleus medius
Cheirogaleus medius
Cheirogaleus medius
Cheiroglaeus crosselyi
Cheirogaleus sp. de.novo.
Allocebus trichotis

Mirza coquereli

Mirza coquereli

Mirza coquereli

Mirza coquereli

Mirza sp. de.novo.

Kirindy, W-Madagaskar
Kirindy, W-Madagaskar
Kirindy, W-Madagaskar
Mantasoa, O-Madagaskar
Andasibe, O-Madagaskar

Fort Dauphin, SO-Madagaskar

Ambanja, NW-Madagaskar

Kirindy, W-Madagaskar
Kirindy, W-Madagaskar
Kirindy, W-Madagaskar
Kirindy, W-Madagaskar
Ambanja, NW-Madagaskar

O. Schiilke
O. Schiilke
O. Schiilke
J. Pastorini
J. Pastorini
Zoo Koln

Zoo Koln

Y. Rumpler
A. Hapke

P. Kappeler
Zoo Paris

P. Kappeler
P. Kappeler
P. Kappeler
P. Kappeler
P. Kappeler
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Mirza sp. de.novo. Ambanja, NW-Madagaskar P. Kappeler

Mirza sp. de.novo. Ambanja, NW-Madagaskar P. Kappeler

Mirza sp. de.novo. Ambanja, NW-Madagaskar P. Kappeler
Microcebus murinus C. Welker
Microcebus murinus Berenty, S-Madagaskar NCBI: AY 167071
Microcebus murinus Mandena, SO-Madagaskar NCBI: AF 285565
Microcebus murinus Mandena, SO-Madagaskar NCBI: AF 285566
Microcebus murinus Vohimena, SW-Madagaskar NCBI: AF 285564
Microcebus murinus Kirindy, W-Madagaskar NCBI: AF 285561
Microcebus murinus Kirindy, W-Madagaskar NCBI: AF 285562
Microcebus murinus Kirindy, W-Madagaskar NCBI: AF 285563
Microcebus murinus Andranomena, W-Madagaskar NCBI: AF 285557
Microcebus murinus Andranomena, W-Madagaskar NCBI: AF 285558
Microcebus murinus Andranomena, W-Madagaskar NCBI: AF 285559
Microcebus murinus Manamby, W-Madagaskar NCBI: AF 285560
Microcebus griseorufus Beza Mahafaly, SW-Madagaskar NCBI: AF 285568
Microcebus griseorufus Beza Mahafaly, SW-Madagaskar NCBI: AF 285567
Microcebus griseorufus Berenty, S-Madagaskar NCBI: AY 167076
Microcebus griseorufus Berenty, S-Madagaskar NCBI: AY 167067
Microcebus sambiranensis Manongarivo, NW-Madagaskar NCBI: AF 285554
Microcebus berthae Kirindy, W-Madagaskar M. Eberle
Microcebus berthae Kirindy, W-Madagaskar NCBI: AF 285540
Microcebus berthae Kirindy, W-Madagaskar NCBI: AF 285543

Microcebus rufus

Microcebus rufus

Microcebus rufus

Microcebus rufus

Microcebus rufus

Microcebus rufus

Microcebus myoxinus
Microcebus myoxinus
Microcebus myoxinus
Microcebus myoxinus
Microcebus myoxinus
Mircocebus tavaratra
Mircocebus tavaratra
Microcebus ravelobensis
Microcebus ravelobensis
Lepilemur ruficaudatus
Lepilemur ruficaudatus
Lepilemur edwardsi
Lepilemur leucopus
Lepilemur dorsalis

Lepilemur septentrionalis
Avahi laniger

Avahi occidentalis

Indri indri

Propithecus diadema diadema
Propithecus diadema edwardsi
Propithecus tattersalli
Propithecus verreauxi coquereli

Propithecus verreauxi coronatus

Andasibe, O-Madagaskar
Andasibe, O-Madagaskar
Tampolo, O-Madagaskar
Ranomafana, O-Madagaskar
Ranomafana, O-Madagaskar
Ranomafana, O-Madagaskar
Bemaraha, W-Madagaskar
Bemaraha, W-Madagaskar
Bemaraha, W-Madagaskar
Aboalimena, W-Madagaskar
Aboalimena, W-Madagaskar
Ankarana, N-Madagaskar
Ankarana, N-Madagaskar
Ankarafantsika, NW-Madagaskar
Ankarafantsika, NW-Madagaskar
Kirindy, W-Madagaskar

Anjamena, NW-Madagaskar

Fort Dauphin, SO-Madagaskar

Ranomafana, O-Madagaskar

Ampijoroa, NW-Madagaskar

J. Pastorini

J. Pastorini

NCBI:
NCBI:
NCBI:
NCBI:
NCBI:
NCBI:
NCBI:
NCBI:
NCBI:
NCBI:
NCBI:
NCBI:
NCBI:

AF 285552
AF 285545
AF 285549
AF 285551
AF 285535
AF 285536
AF 285537
AF 285538
AF 285539
AF 285533
AF 285534
AF 285529
AF 285532

D. Zinner

Y. Rumpler

J. Pastorni

Y. Rumpler

Y. Rumpler

Y. Rumpler

J. Ganzhorn

Y. Rumpler

Museum Berlin

Y. Rumpler

J. Pastorini

Y. Rumpler

J. Pastorini

Zoo Paris
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Propithecus verreauxi coronatus Y. Rumpler
Propithecus verreauxi verreauxi Y. Rumpler
Hapalemur aureus Y. Rumpler
Hapalemur meridonalis Fort Dauphin, SO-Madagaskar J. Ganzhorn
Hapalemur griseus griseus Y. Rumpler
Hapalemur griseus occidentalis Y. Rumpler
Hapalemur simus Karianga, SO-Madagaskar J. Pastorini
Hapalemur simus Zoo Koln
Hapalemur simus Zoo Koln
Lemur catta Zoo Miunster
Eulemur mongoz Zoo Koln
Eulemur rubriventer Zoo Koln
Eulemur coronatus Zoo Koln

Eulemur fulvus collaris

Eulemur fulvus albifrons

NCBI: U 53576
NCBI: AF 081048

Eulemur fulvus rufifrons Kirindy, W-Madagaskar J. Ostner

Eulemur fulvus rufifrons E-Madagaskar J. Pastorini
Eulemur fulvus rufifrons Zoo Koln
Eulemur fulvus rufifrons Zoo Koln
Eulemur fulvus rufus Anjamena, NO-Madagaskar J. Pastorini
Eulemur macaco macaco Zoo Koln
Eulemur macaco macaco Zoo Koln
Eulemur macaco flavifrons NCBI: AF 081050
Varecia variegata rubra Zoo Koln

Varecia variegata rubra Zoo Koln

Varecia variegata subcincta Zoo Koln

Varecia variegata subcincta Zoo Paris

Varecia variegata subcincta Zoo Paris

Varecia variegata subcincta Zoo Paris

Varecia variegata variegata Zoo Berlin
Varecia variegata variegata Zoo Koln

Varecia variegata variegata Zoo Koln

Varecia variegata variegata Zo00 Koln
COLOBINAE

Colobus polykomos polykomos Z00 Duisburg
Procolobus verus Thai National Park, Elfenbeinkiiste L. Vigilant
Piliocolous badius bdius Thai National Park, Elfenbeinkiiste L. Vigilant
Semnopithecus entellus entellus Zoo Dresden
Trachypithecus obscurus Zoo Wuppertal
Presbytis fluviatilis Howletts Wild Animal Park
Nasalis larvatus Wilhelma Stuttgart
Pygathrix nemaeus Zoo Koln
Rhinopithecus avunculus Na Hang, N-Vietnam T. Nadler

HYLOBATIDAE

Nomascus nasutus nasutus
Nomascus concolor concolor
Nomascus leucogenys leucogenys
Nomascus gabriellae
Bunopithecus hoolock

Symphalangus syndactylus

Kim Hy, NO-Vietnam
Che Tao, N-Vietnam

Frontier Vietnam
FFI Vietnam
Zoo Twycross
Zoo Leipzig

Zoo Perth

Zoo Miinchen
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Hylobates lar Zoo Wuppertal
Hylobates lar Zoo Besancon
Hylobates klossii Siberut, Mentawai Inseln C. Abegg
Hylobates moloch T. Geissmann
Hylobates pileatus C. Roos

Hylobates agilis
Hylobates muelleri

T. Geissmann
T. Geissmann

Weitere Arten

Callithrix jacchus DPZ
Papio hamadryas DPZ
Macaca mulatta DPZ

Pan troglodytes

Homo sapiens

Zusitzliche mitochondriale Sequenzen

700 Miunchen

Homo sapiens
Pan paniscus
Pan troglodytes
Gorilla gorilla
Pongo abelii
Papio hamadryas
Macaca sylvanus

Tarsius bancanus

NCBI: X 93334

NCBI: NC 001644
NCBI: NC 001643
NCBI: NC 001645
NCBI: NC 002083
NCBI: NC 001992
NCBI: NC 002764
NCBI: AF 378365
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1995-2000

1999
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Diplomarbeit an der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
»Phylogenie und Taxonomie der Schlankaffen (Colobinae):
Sequenzanalyse des mitochondrialen Cytochrom b-Gens*

Diplom an der Technischen Universitit Muinchen

Studentische Hilfskraft in der Abteilung Med. Genetik der LMU Miunchen
Leiter der ,,Gene Bank of Primates‘

Promotionsstipendiat im Rahmen des DFG-geforderten Graduiertenkollegs
,Perspektiven der Primatologie*

Wissenschaftl. Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Primatengenetik am DPZ

Mitglied der ,,JUCN/SSC Primate Specialist Group, Section Asia‘*



