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Einleitung

1 Einleitung

Evolutionédre Prozesse, die die Verbreitung und Diskretheit von Arten formen, sind
Gegenstand vieler evolutionsbiologischer Studien und werden seit Darwins
Veroffentlichung ,The Origin of Species” (1859) kontrovers diskutiert. Ungeachtet
dessen konnten evolutiondre Veranderungen aufgrund der zeitlichen Dimension
selten beobachtet werden. Dies erschwert selbstverstandlich die Uberprifung
formulierter Hypothesen. Schlussfolgerungen Uber evolutiondre Prozesse werden
haufig auf Grundlage festgestellter Variationsmuster innerhalb und zwischen
Populationen, Arten oder htheren Taxa aufgestellt. Daher bieten Hybridzonen, die
durch eine starke biogeographische Dynamik und durch bemerkenswerte
Variationsmuster gekennzeichnet sind, eine herausragende Moglichkeit fur die
Untersuchung evolutionérer Prozesse (Harrison 1993).

In der Vergangenheit wurde diese Sichtweise insbesondere von vielen Zoologen
nicht akzeptiert. Die damals bei Zoologen vorherrschende Meinung wird durch ein
Zitat von Mayr (1963) verdeutlicht: [...] the evolutionary importance of hybridization
seems small in the better known groups of animals.”. Durch die im Laufe der Zeit
stark zunehmende Anzahl beobachteter Hybridzonen, die vor allem auf die
technologischen Fortschritte im Bereich der Genetik zurlickzufiihren ist, nahm die
Akzeptanz natdrlicher Hybridisierung zu und stand im Fokus vieler
evolutionsbiologischer Studien (Arnold 1997, Schwenk et al. 2008). Heutige
Schéatzungen gehen davon aus, dass rund 25% der Pflanzenarten und 10% der
Tierarten an Hybridisierungsprozessen und Introgression mit anderen Arten beteiligt
sind (Mallet 2005).

In vielen Fallen scheinen Hybridisierungsereignisse in Okotonen oder in
Grenzbereichen unterschiedlicher Habitate stattzufinden (Harrison 1993). Okotone
stellen wichtige Regionen fur den Erhalt und die Generierung von Biodiversitat dar
(Smith et al. 1997, Spector 2002). Daher reprasentieren Hybridzonen, die mit
Okotonen und/oder mit Grenzbereichen unterschiedlicher Habitate assoziiert sind,
interessante und wichtige Bereiche fur die Untersuchung evolutionarer Prozesse.
Durch die Analyse biogeographischer und genetischer Muster und Strukturen in
solchen Zonen konnten evolutiondre Prozesse beschrieben werden, die u.a. zur
Aufrechterhaltung vieler Hybridzonen beitragen (Moore 1977, Barton & Hewitt 1985,
Harrison 1990, 1993, Barton & Gale 1993, Arnold 1997). Aus den gewonnenen
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Einleitung

Erkenntnissen wurden unterschiedliche Theorien und Konzepte entwickelt, die im

folgenden Kapitel detailliert dargestellt werden.

1.1 Naturliche Hybridisierung- Theorien und Konzepte

In der wissenschaftlichen Literatur existierte lange Zeit keine einheitliche Definition
einer Hybridzone und der Begriff wurde in unterschiedlichster Form verwendet
(Endler 1977, Moore 1977, Barton & Hewitt 1985). Eine von Evolutionsbiologen
vielfach verwendete Definition wurde von Harrison (1990) formuliert. Demnach sind
Hybridzonen ,[...] Regionen, in denen Individuen aus zwei Populationen, oder
Gruppen von Populationen, die sich auf der Basis eines oder mehrerer vererbter
Eigenschaften unterscheiden, treffen, paaren und Hybride hervorbringen.” Erweitert
wird diese Definition von Arnold (1997) um den Begriff ,natrlich®, da Paarungen in
naturlicher Umgebung auftreten. Grundsatzlich richten sich die Definitionen von
Hybridzonen nach der vorherrschenden Hybridzonenstruktur. In  einem
geographischen Kontext konnten Hybridzonen weitgehend als klinenartig oder
mosaikartig charakterisiert werden (Harrison 1990). In einer ,Klinen Hybridzone*
bilden sich durch den Kontakt und die Hybridisierung reinerbiger Elternarten weiche
oder manchmal stufige, konkordante Klinen die von einer Elternart zur anderen
reichen. ,Mosaik Hybridzonen® sind hingegen durch eine diskontinuierliche und
flickenhafte Verteilung der reinerbigen Elternarten in der gesamten Hybridzone
gekennzeichnet, wodurch die Variation keiner monotonen Kline folgt. Beide
beschriebenen Strukturmodelle unterscheiden sich vor allem in ihrer Dimensionalitat.
Die ,Klinen Zonen“ lassen sich entlang eines eindimensionalen linearen Transektes
charakterisieren, wohingegen die Erfassung einer ,Mosaik Zone* zwei Dimensionen
bendétigt (Harrison & Rand 1989, Bridle et al. 2001).

Das Modell der ,Tension Zone* (Key 1968, Barton & Hewitt 1985) gehort zu den
.Klinen Hybridzonen“ und geht davon aus, dass Hybridzonen durch die Balance
zwischen der Einwanderung beider Elternarten in die Kontaktzone und endogener
Selektion gegen Hydridindividuen aufrechterhalten wird. Unabhangig von
Umwelteinflissen weisen Hybride eine geringere ,Fitness” gegenluber den
Elternarten auf. Die Annahmen des , Tension-Zone* Modells fihren zu einer Vielzahl
von Erwartungen in Bezug auf die genetische Struktur von Hybridzonen. Diese

werden von Arnold (1997) wie folgt zusammengefasst:
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€ Die Steilheit der Kline spiegelt die Intensitat der negativen Selektion gegen
Hybride wider.

€ Klinen an verschiedenen Loci sollten einen parallelen Verlauf aufweisen (d.h.
konkordant und koinzident), wenn die Hybridzone durch das ,dispersal“ der
Elternarten und durch Selektion gegen Hybride geformt wird.

€ Da Klinen umweltunabhangig sind, konnen diese eine raumliche Verschiebung
durchlaufen. Dabei gibt es die Tendenz zur Minimierung ihrer Lange (Barton &
Hewitt 1985).

€ ,Tension-Zones“ sollten durch ein signifikantes Kopplungsungleichgewicht
gekennzeichnet sein.

€ Die Fitness" der Hybride sollte geringer sein als die der Elternarten.

Ein weiteres Modell einer ,Klinen Hybridzone“ wurde von Endler (1977)
vorgeschlagen. Wie schon im ,Tension Zone* Modell werden Hybridzonen auch in
diesem Modell durch ,dispersal“ und Selektion gegen Hybridindividuen geformt. Im
Gegensatz zur ,Tension Zone“ werden Hybridzonen jedoch nicht durch endogene,
sondern durch exogene (umweltabhangige) Selektion aufrechterhalten, wodurch die
Position der Kline mit Umweltgradienten oder Okotonen koinzidieren sollte (Endler
1977).

Ein ebenfalls umweltabhangiges Hybridzonen-Modell ist das von Moore (1977)
beschriebene ,Bounded Hybrid Superiority model“. In Ubereinstimmung mit Endler
(1977) betont Moore (1977) die Wichtigkeit 6kologischer Faktoren, argumentiert aber
gleichzeitig, dass Hybridindividuen in bestimmten Habitattypen, beispielsweise in
schmalen, intermediaren Ubergangshabitaten eine hohere ,Fitness* gegeniiber den
Elternarten besitzen. Diese Annahme impliziert aber auch, dass Hybride in den
Elternhabitaten weniger fit sind, womit ihr Vorkommen auf schmale intermediare
Habitate beschrankt ist (Arnold 1997).

Das Modell der ,Mosaik Hybridzone" zahlt auch zur Klasse der umweltabhangigen
Modelle. Dieses Modell einer Hybridzone wurde von Harrison (1986 &1990) und
Rand & Harrison (1989) bei der Gattung Gryllus und von Howard (1982 & 1986) bei
der Gattung Allonemobius beschrieben. Nach dieser Modellvorstellung werden
Hybridzonen durch exogene Selektion in einer heterogenen Umwelt aufrechterhalten.
Die Struktur einer ,Mosaik Hybridzone“ entsteht durch die Anpassung beider

Elternarten an unterschiedliche, flickenartig verteilte Habitate. Eine Hybridisierung
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zwischen den Elternarten findet vornehmlich an ,Flickengrenzen® und/oder in
intermediaren Habitaten statt. Im Gegensatz zum ,Bounded Hybrid Superiority
model“ haben Hybride in allen Habitattypen eine geringere ,Fitness* als die
Elternarten und unterliegen somit einem starken exogenen Selektiondruck. Folglich
wird eine Hybridzone durch die Umwelt strukturiert und erhalten.

Die Fulle an Hybridzonen-Modellen spiegelt die unterschiedlichen Auffassungen
verschiedener Wissenschaftler wider und lasst die kontrovers gefihrten
Diskussionen uber die Richtigkeit und Wichtigkeit der Modellvorstellungen erahnen.
Nach Barton & Hewitt (1985) entsprechen die meisten Hybridzonen dem ,Tension
Zone“ Modell und somit einer ,Klinen Hybridzone“. In diesem Zusammenhang
argumentieren Harrison & Rand (1989), dass viele dieser Studien entlang eines
linearen Transektes durchgefiihrt wurden und deswegen den Verlauf einer Kline
aufweisen. Diese Autoren schlagen ein ,Mosaik Hybridzonen* Modell vor, welches
den Einfluss der Umwelt auf die Hybridzone bertcksichtigt und gleichzeitig den
komplexen Strukturen von Hybridzonen gerecht wird. Eine Wirkung endogener
Selektion wird in diesem Modell nicht angenommen. ,Mosaik Hybridzonen“ missen
aber nicht zwangslaufig allein durch exogene Selektion erhalten werden, wie eine
Untersuchung von Howard et al. (1993) zeigt. In dieser Studie einer ,Mosaik
Hybridzone* der Gattung Allonemobius konnten Howard et al. (1993) neben
exogener Selektion auch den Einfluss endogener Selektion gegen Hybride
nachweisen. Dass die Strukturen und Prozesse in Hybridzonen nicht immer auf
Grundlage eines Modells erfasst werden kdnnen, lassen weitere Studien vermuten.
Beispielsweise wurden Charakteristika der ,Tension Zone*“ und der ,Mosaik Zone" in
einer Hybridzone der Gattung Triturus festgestellt (Arntzen & Wallis 1991). Ross &
Harrison (2002) heben die Wichtigkeit der angewendeten raumlichen Skala bei der
Betrachtung der Struktur einer Hybridzone heraus. Die von den Autoren untersuchte
.Mosaik Hybridzone" der Gattung Gryllus wies auf einer kleinrAumigen Skala im
Grenzbereich der flickenhaft verteilten Habitate steile konkordante und koinzidente
Klinen auf. Demnach kann eine Hybridzone auf einer rdumlichen Skala als Mosaik
erscheinen, wahrend sie auf einer anderen Skala den Charakter einer Kline
offenbart. Nach der Uberpriifung einer Bandbreite an Fallbeispielen (ber
Hybridzonen folgert Arnold (1997), dass die oben beschriebenen Modelle nicht
ausreichend sind um die Komplexitat von Hybridzonen zu erklaren und schlagt ein

neues Hybridzonen-Modell vor, das ,Evolutionary Novelty model*:
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Hybridzonen bestehen aus komplexen Umweltstrukturen.
Die Bildung von F;-Hybriden ist selten.

Endogene Selektion kann gegen bestimmte Hybridgenotypen wirken.

L K K R 4

Exogene Selektion kann gegen oder fir verschiedene Hybridgenotypen

arbeiten.

2

Hybride mit einer hohen ,Fitness* kénnen die Habitate der Elternarten oder
neu entstandene Habitate besetzen.
€ Durch die genannten Prozesse konnen sich langlebige Evolutionslinien

etablieren.

Der technologische Fortschritt auf dem Gebiet der Molekulargenetik fihrte in eine
neue Phase der Untersuchungen von Hybridzonen (Schwenk et al. 2008). Die
Anwendung mitochondrialer und nuklearer Loci (Mikrosatelliten DNA, AFLP & SNP)
ermdglicht eine weitergehende Analyse von Hybridzonen, die z.B. den Prozess der
Genintrogession oder cyto-nukleare Inkompatibilitaten einschlie3t. Die in
Hybridzonen auftretenden cyto-nuklearen Diskordanzen, also entweder die
Introgression cytoplasmatischer DNA (z.B. mitochondrialer DNA) oder andererseits
die Introgression nuklearer DNA, konnten in verschiedenen Studien beschrieben
werden (Lu et al. 2001, Sequeira et al. 2005, Di Candia & Routman 2007). Eine
asymmetrische Genintrogression kann beispielsweise durch die Verschiebung von
Hybridzonen hervorgerufen werden. Dabei zeigt sich oft, dass eingedrungene
mitochondriale DNA im rickwartigen Bereich einer sich verschiebenden Hybridzone
zuruckbleibt. Im Zusammenhang mit sich verdndernden biogeographischen Mustern
kobnnen diese genetischen Muster wichtige Hinweise auf vergangene oder
bestehende Grenzbereiche zwischen verschiedenen Arten liefern (Rohwer et al.
2001). Auf der anderen Seite konnten Dasmahapatra et al. (2002) in einer
Hybridzone der Gattung Anartia eine Verschiebung der mitochondrialen Kline mit der
Hybridzone beobachten. Die Autoren fuhren dieses Muster auf cyto-nukleare
Inkompatibilitaten zurtck. Die angefuhrten Beispiele verdeutlichen, dass die
Komplexitat der Muster und Prozesse in Hybridzonen trotz fortgeschrittener
Technologie noch nicht vollstandig erfasst werden konnten und weiterhin kontrovers
diskutiert werden. Neben dem Ursprung und der Dynamik von Hybridzonen sind
auch deren Auswirkungen umstritten. Die Folgen von Hybridisierung reichen von
Hybridspeziation (Gompert et al. 2006, Mavarez et al. 2006, Mallet 2007) bis hin zum
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Aussterben einer seltenen Art durch die Hybridisierung mit einer zweiten weiter
verbreiteten Art (Avise 1994, Allendorf et al. 2001).

Vor dem Hintergrund der dargestellten Theorien und Konzepte stellen Hybridzonen
hervorragende Modellsysteme dar, die zu einem besseren Verstandnis evolutionarer

Prozesse beitragen konnen.

1.2 Die Microcebus Hybridzone

Im Fokus der vorliegenden Arbeit steht die Untersuchung einer Hybridzone zwischen
den beiden Microcebus-Arten M. murinus und M. griseorufus in einem Okoton in
Sudostmadagaskar. Obwohl Microcebus murinus und M. griseorufus distinkte Arten
darstellen und die Divergenz zwischen ihnen grol3er ist als zwischen vielen anderen
Arten dieser Gattung (Yoder et al. 2000), herrscht keine reproduktive Isolation
zwischen ihnen im hier untersuchten Okoton. Daher eignen sich diese Arten
hervorragend als Modellsystem fur die Untersuchung evolutionérer Prozesse, die
z.B. die Verbreitung und Diskretheit von Arten formen. Gleichzeitig konnten diese
Modellorganismen wichtige Erkenntnisse Uber die komplexe Biogeographie
Madagaskars liefern. Im folgenden Abschnitt wird die Biogeographie und Artdiversitat

der Gattung Microcebus und der hier untersuchten Arten beschrieben.

1.2.1 Biogeographie und Artdiversitat der Gattung Microcebus

Die Biodiversitat der Flora und Fauna Madagaskars ist durch das Vorkommen vieler
endemischer Taxa einzigartig und dadurch Forschungsobjekt vieler Wissenschatftler.
Aufgrund des hohen Grades an Endemiten wird Madagaskar zu einem der
wichtigsten Biodiversitats-Hotspots der Welt gezahlt (Myers et al. 2000). Zu den
bekanntesten Vertretern dieser einmaligen Flora und Fauna gehdren die Lemuren
Madagaskars, die eine herausragende Artenvielfalt aufweisen. Dadurch steht
Madagaskar weltweit an erster Stelle im Kontext endemischer Primaten und genief3t
hochste Prioritat beim Schutz dieser Primatenvielfalt (Mittermeier et al. 2004). Als
Erklarung fir die vorherrschende endemische Fauna wird die Isolation Madagaskars
vom afrikanischen Kontinent und von Indien genannt, wodurch die Insel nur
vereinzelt von Tieren kolonisiert werden konnte, die sich dann in den vorhandenen
Habitaten ausbreiten konnten (Storey et al. 1995, Yoder et al. 1996 & 2005).
Radiationen fihrten zu einer Vielzahl mikroendemischer Arten die nur begrenzte

Lebensrdume besetzen (Andreone et al. 2005, Wilmé et. al. 2006). Um die komplexe
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Biogeographie mikroendemischer Arten, in Madagaskar zu erklaren, wurden
unterschiedliche Modellvorstellungen entwickelt. Ein von Wilmé et al. (2006)
beschriebenes Modell geht davon aus, dass allopatrische Artbildung in isolierten
RefugialrAumen wahrend der pleistozanen Eiszeiten fur den hohen Anteil an
Mikroendemiten verantwortlich sein kdnnte. Andere Autoren dagegen betonen die
Rolle parapatrischer Artbildung entlang von Klimagradienten als moglichen Prozess
fur die Radiation mikroendemischer Arten (Dewar & Richard 2007, Raxworthy et al.
2007).

Zu den Mikroendemiten Madagaskars werden auch einige Arten der Gattung
Microcebus gezahlt, die erstmals 1795 beschrieben wurde (Geoffroy Saint-Hilaire
1795). Die Gattung Microcebus bildet zusammen mit den Gattungen Allocebus,
Cheirogaleus, Mirza und Phaner die Familie der Cheirogaleidae (Garbutt 1999).
Mausmakis reprasentieren die kleinsten noch existierenden Primaten und gehoren
wie alle anderen Gattungen dieser Familie zu den nachtaktiven Lemuren, die
tagsuber in kleinen Blatternestern oder Baumltchern schlafen (Mittermeier et al.
2006). Diese auf Baumen lebenden Lemuren erndhren sich vorwiegend von
Frichten und Insekten (Garbutt 1999). Das Sozialsystem und die Aktivitatsmuster
der Mausmakis wurden vor allem bei der Art Microcebus murinus intensiv untersucht.
Microcebus murinus lebt territorial, wobei sich die Territorien je mehrerer Mannchen
und Weibchen (berschneiden. Mannchen schlafen tagsiber allein oder in
Zweiergruppen, wahrend Weibchen stabile Schlafgemeinschaften bis zu vier
Individuen bilden (Martin 1973, Radespiel et al. 1998, Schmid 1998, Eberle und
Kappeler 2002). Ein bemerkenswertes Aktivitatsmuster der Mausmakis ist ihre
Fahigkeit in einen taglichen oder saisonalen Torpor zu fallen. Die Dauer des
saisonalen Torpors kann sich zwischen Populationen verschiedener Regionen aber
auch zwischen den Geschlechtern unterscheiden (Garbutt 1999, Sussman 1999,
Schmid 2000, Mittermeier et al. 2006).

Bis vor wenigen Jahren wurde angenommen, dass nur zwei Arten der Gattung
Microcebus in Madagaskar vorkommen, die Art M. murinus im westlichen
Trockenwald und in der sudlichen Dornbuschzone und die Art M. rufus im
immergrianen Regenwald Ostmadagaskars (Tattersall 1982, Petter & Petter-
Rousseaux 1979). Diese Klassifizierung der Mausmakiarten blieb bis in die neunziger
Jahre stabil. Unter Verwendung morphologischer und genetischer Methoden stieg

die Anzahl beschriebener Arten bis Mitte der neunziger Jahre auf neun Microcebus-
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Arten (Schmid & Kappeler 1994, Zimmermann et al. 1998, Rasoloarision et al. 2000,
Yoder et. al. 2000 und Kappeler et al. 2005). Besonders die westlichen und stdlichen
Gebiete Madagaskars wurden punktuell intensiv untersucht und fuhrten in einigen
Regionen zur Entdeckung eines gemeinsamen Vorkommens mehrerer Arten. In den
letzten Jahren konnte eine rasante Zunahme an Neubeschreibungen beobachtet
werden. Diese vor allem auf Grundlage mitochondrialer DNA erhobenen
Artbeschreibungen erhdhten die Anzahl der Microcebus-Arten binnen vier Jahren um
das Doppelte auf aktuell 18 (Mittermeier et al. 2008). Eine mdgliche Erklarung fir die
in jungster Zeit stattfindende Beschreibungswelle konnte die kryptische Artradiation
dieser Gattung darstellen, wodurch deren Diversitat in der Vergangenheit
unterschéatzt wurde (Yoder et al. 2005). Unter Bericksichtigung des Aspekts
kryptischer Arten ist die Beschreibung distinkter Arten schwierig, vor allem wenn
diese auf Basis eines einzigen genetischen Markers erfolgt (Heckman et al. 2006).
Vor diesem Hintergrund stellt Tattersall (2007) die berechtigte Frage, ob die rezente
Artbeschreibungswelle tatsachlich die Feststellung kryptischer Arten widerspiegelt
oder ob diese mehr einer taxonomischen Inflation gleicht. Taxonomische Inflation,
also das ubertriebene Aufspalten und Benennen von neuen Arten aufgrund sehr
geringer Unterschiede, fuhrt laut Tattersall (2007) zu einer Neubewertung
intraspezifischer Variation, so dass am Ende keine intraspezifische sondern nur noch
interspezifische Variation vorhanden sein kénnte.

Die intensiv untersuchte Art Microcebus murinus hat ein geographisch weitraumiges
Verbreitungsgebiet. Diese Art konnte in Nordwest- (Zimmermann et al. 1998), West-
(Rasoloarison et al. 2000) und Sudost-Madagaskar (Martin 1972) beobachtet werden
(s. Abbildung 1). In lokal begrenzten Gebieten kommt sie sympatrisch mit anderen
Microcebus-Arten vor. Zum Beispiel wurde das sympatrische Vorkommen von M.
murinus und M. ravelobensis in Ankarafantsika festgestellt (Zimmermann et al.
1998). Eine weitere gut untersuchte Microcebus-Art ist M. griseorufus, die im
sudwestlichen subariden Dornbusch verbreitet ist (Rasoloarision et al. 2000; Yoder
et. al. 2000) (s. Abbildung 1).
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ungefahres Verbreitungsgebiet
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| 7 3

M. griseorufus

Abbildung 1: Verbreitungsgebiete der Arten M. murinus & M. griseorufus

Dargestellt sind die angenommenen Verbreitungsgebiete von Microcebus murinus und
M. griseorufus (nach Garbutt 1999). Gelb: sidwestlicher subarider Dornbusch; Grin:
westlicher Trockenwald & siddstlicher feuchter Kistenwald; Kreis: Untersuchungsgebiet
dieser Arbeit. Die abgebildeten Zonen zeigen die Ausdehnung der jeweiligen Waldtypen und
nicht die tatsédchliche Vegetationsbedeckung. Fotos M. murinus: A. Hapke, M. griseorufus:
M. Gligor.

Viele weitere Microcebus-Arten scheinen eine begrenzte raumliche Verbreitung zu
haben und werden daher als Mikroendemiten angesehen. Im Gegensatz zu
Microcebus murinus oder M. griseorufus liegen von diesen Arten nur einige Proben
weniger Standorte vor (Tattersall 2007), die z.B. eine Erfassung der genauen
Verbreitungsgebiete, der Populationsgrol3en oder der Verbreitungsgrenzen
erschweren. Dabei kdnnten gerade Untersuchungen in Rand- und Grenzbereichen
zwischen Arten zu einem besseren Verstandnis evolutiondrer Prozesse beitragen,

die u.a. die komplexe Biogeographie Madagaskars formen.
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1.2.2 Regionale Verbreitung der Arten M. murinus und M. griseorufus

Die Verbreitung der Primarvegetation Madagaskars ist durch eine auffallige
Trennung zwischen trockenen Vegetationstypen in West- und Sidmadagaskar und
feuchten Vegetationstypen in Ostmadagaskar gepragt. Diese deutliche Separation
wurde vor allem durch die Entwaldung des zentralen Hochlands hervorgerufen. Die
Beobachtung von Reliktwaldern in dieser Region kdnnte auf ein friilheres Vorkommen
von Ubergangszonen zwischen der trockenen westlichen und feuchten o6stlichen
Vegetation hinweisen (Goodman & Ganzhorn 2004).

Einer der letzten verbliebenen Ubergangskorridore existiert in Siudostmadagaskar
zwischen der trockenen Dornbuschzone Sidwestmadagaskars und den o6stlichen
feuchten Vegetationstypen (O"Connor et al. 1985, Goodman et al. 1997). Diese
Ubergangszone stellt einen parapatrischen Grenzbereich zwischen den Microcebus-
Arten M. murinus und M. griseorufus dar und stand im Fokus der vorliegenden Arbeit
(s. Abbildung 2, S. 14). Im Untersuchungsgebiet Stidostmadagaskars (s. Abbildung
3, S. 22) ist die Art Microcebus murinus in den 6stlichen feuchten Kistenwaldern
verbreitet (Martin 1972, Yoder et al. 2000, Hapke 2005), wéhrend die Art M.
griseorufus in der trockenen westlichen Dornbuschzone vorkommt (Rasoloarision et
al. 2000; Yoder et. al. 2000). Bis vor kurzem war es nicht bekannt, inwieweit die
Verbreitungsgebiete beider Arten in Sidmadagaskar tberlappen.

In einer von Yoder et al. (2002) durchgefiihrten Studie in Berenty (Sudwest-
Madagaskar) wurde das gemeinsame Vorkommen beider Arten festgestellt. Dabei
wurde die Art Microcebus murinus im Galeriewald und M. griseorufus im
angrenzenden Dornbusch beobachtet. Nach Yoder et al. (2002) sprechen die auf
Grundlage morphologischer und mitochondrialer Daten erzielten Resultate fir
reproduktive Isolation zwischen Microcebus griseorufus und M. murinus. Hinweise
auf eine mogliche Genintrogression und Hybridisierung zwischen beiden Arten
konnten hier nicht festgestellt werden. Dabei belegen Studien an Arten der Gattung
Eulemur, dass eine natirliche Hybridisierung zwischen morphologisch distinkten
Lemurenarten durchaus auftreten kann (Meyers et al. 1989, Goodman & Schitz
2000, Lehman & Wright 2000, Zaramody & Pastorini 2001, Wyner et al. 2002). In
Anbetracht der beobachteten weiblichen Philopatrie und des ,male-biased dispersal*
bei beiden untersuchten Arten (Radespiel et al. 2001b, Kappeler et al. 2002, Wimmer
et al. 2002, Radespiel et al. 2003, Fredsted et al. 2004, vorliegende Dissertation)

kann die ausschliel3liche Analyse mitochondrialer DNA sehr wenig Informationen
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Uber Genintrogression und Hybridisierung liefern (Mallet 2005). Die von Yoder et al.
(2002) untersuchte Region ist durch einen scharfen Grenzbereich zwischen den
beiden Vegetationstypen Dornbusch und Galeriewald charakterisiert und weist keine
Uberlappung der Verbreitungsgebiete beider Arten auf. Dadurch koénnte eine
Unterscheidung zwischen reproduktiver und 6kologischer Isolation schwierig sein. In
der Diplomarbeit von Gligor (2006) wurde erstmals eine Ubergangszone in
Sudmadagaskar untersucht, in der die Verbreitungsgebiete von Microcebus
griseorufus und M. murinus Uberlappen. Durch die kombinierte Analyse
mitochondrialer DNA und nuklearer Mikrosatellitenloci konnten erste Hinweise auf
eine Hybridisierung zwischen beiden Microcebus-Arten in dem hier untersuchten

Okoton festgestellt werden.

1.3 Ziele der vorliegenden Arbeit

Die von Gligor (2006) durchgefiihrte Diplomarbeit (s.0.) bildet den Grundstein fir die
hier vorgestellte Doktorarbeit. Auf Basis einiger Auswerteverfahren mit genetischen
Daten konnten erste Anzeichen fir eine Hybridisierung zwischen den Arten
Microcebus murinus und M. griseorufus in der untersuchten Ubergangswaldzone in
Sudostmadagaskar beobachtet werden. Vorhandene morphometrische Daten
konnten im Rahmen dieser Diplomarbeit noch nicht ausgewertet werden.

Die vorliegende Doktorarbeit erweitert und vertieft die Untersuchung der
Hybridisierung zwischen den beiden Arten im Okoton Siidostmadagaskars. Die
Doktorarbeit besteht aus zwei Schwerpunktanalysen die im Folgenden vorgestellt

werden.

1.3.1 Erste Schwerpunktanalyse

Ein Schwerpunkt dieser Doktorarbeit liegt auf der Auswertung und der Interpretation
bereits vorhandener genetischer Daten mit neuen bisher noch nicht angewendeten
Analyseverfahren. Fur diese vertiefte Analyse werden auch die vorhandenen
morphometrischen Daten zusatzlich ausgewertet. Diese morphometrischen Daten
und die genetischen Daten der mitochondrialen HVR | Region und der nukledren
Mikrosatellitenloci stammen aus der Doktorarbeit Hapke (2005) und aus der
Diplomarbeit Gligor (2006) (s. Kapitel 2). Durch die Analyse dieser Daten und durch
den Vergleich der dabei erzielten Ergebnisse mit neuester Literatur soll

wissenschaftlich fundiert Gberpruft werden, wo genau der Grenzbereich zwischen
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den beiden Microcebus-Arten liegt, und ob eine Hybridzone zwischen beiden Arten
im untersuchten Okoton existiert. Wird das Vorkommen einer Hybridzone bestétigt,
soll anschlieRend untersucht werden, welche evolutionsbiologischen Prozesse zu
ihrer Bildung und zum ihrem Erhalt gefiihrt haben kdnnten.

Die vorhandenen Daten wurden vorab, parallel zu neuen in der Doktorarbeit
durchgefuihrten Feld- und Laborarbeiten ausgewertet und in der Fachzeitschrift
Molecular Ecology publiziert:

Gligor M, Ganzhorn U, Rakotondravony D, Ramiljaona R, Razafimahatratra E,
Zischler H, Hapke A (2009) Hybridization between mouse lemurs in an ecological

transition zone in southern Madagascar. Molecular Ecology 18, 520-533.

1.3.2 Zweite Schwerpunktanalyse

Der zweite Schwerpunkt der Doktorarbeit beinhaltet eine umfangreiche und vertiefte
Charakterisierung der Hybridzone. Diese Untersuchung erfordert eine Erweiterung
des vorhandenen Datensatzes durch zuséatzliche umfassende Beprobungen im
Untersuchungsgebiet und durch genetische Analysen im Labor.
Fur die genaue Erfassung der biogeographischen Muster und Strukturen der
Kontaktzone zwischen Microcebus murinus und M. griseorufus soll zu Beginn der
ersten Feldperiode 2006/2007 eine genaue Kenntnis des Untersuchungsgebietes
und eine optimal angepasste Probennahmestrategie (s. Kapitel 2.3.1) erarbeitet
werden. Auf dieser Grundlage soll eine raumlich ausgedehnte und fein auflosende
Probennahme in einer Kernzone durchgefiihrt werden, die die Ubergangswaldzone
und die dazu angrenzenden Dornbuschgebiete des Untersuchungsgebietes umfasst
(s. Abbildung 3, S. 22). FiUr die genetischen Analysen des neuen Probenmaterials
werden, wie bereits im vorhandenen Datensatz, die Hypervariable Region | (HVR 1)
als mitochondrialer Marker und neun nukledre Mikrosatellitenmarker eingesetzt.
Neben den genetischen Daten werden auch die neu erfassten morphometrischen
Daten verwendet.
Die bereits vorhandenen genetischen und morphometrischen Daten (s.0.) werden
zusatzlich als Vergleichsdatensatz verwendet. Die Mikrosatellitendaten dieses
Teildatensatzes werden durch umfassende Wiederholungsanalysen im Labor
Uberprift und fur eine Integration in einen Gesamtdatensatz erschlossen. Dadurch
steht fur die Gesamtanalyse ein sehr groRer Gesamtdatensatz zur Verfligung, der
eine erweiterte und detaillierte Charakterisierung der Hybridzone ermdéglicht. Auf
12



Einleitung

Grundlage dieses Datensatzes soll die genaue Ausdehnung und Struktur der
Hybridzone erfasst werden. Ein Ziel ist es dabei zu untersuchen, ob ein
Zusammenhang zwischen der Struktur der Hybridzone und der vorherrschenden
Vegetationsstruktur besteht.

Ein weiteres Ziel ist es, die festgestellte Hybridzone im Kontext existierender
Theorien und Konzepte tUber Hybridzonen darzustellen. Dies beinhaltet zunachst den
Vergleich der genetischen und biogeographischen Muster und Strukturen dieser
Hybridzone mit denen der oben beschriebenen Hybridzonen-Modelle. Damit
einhergehend soll untersucht werden, welche evolutiondren Prozesse wie z.B.
endogene und/oder exogene Selektion gegen Hybride- oder Elternarten, uni- oder
bidirektionale Genintrogession oder cyto-nukleare Inkompatibilitaten, die Hybridzone
erhalten und formen. Hierbei sollen verschiedene Szenarien entwickelt und diskutiert
werden, die die festgestellten Muster und Strukturen erklaren konnten. In diesem
Zusammenhang ist die Kenntnis des geschlechtsspezifischen
Ausbreitungsverhaltens beider Arten unerlasslich. Bei der Art Microcebus murinus
wurde dieses bereits in verschiedenen Studien untersucht (Radespiel et al. 2001b,
Wimmer et al. 2002, Radespiel et al. 2003, Fredsted et al. 2004). Dabei konnte bei
Microcebus murinus weibliche Philopatrie und ,male-biased dispersal”“ festgestellt
werden. Bei der Art Microcebus griseorufus wurde das geschlechtsspezifische
Ausbreitungsverhalten bisher noch nicht analysiert. Dieses soll im Rahmen dieser
Arbeit auf Grundlage der Mikrosatellitendaten untersucht werden.

Als weiterer Aspekt wird auch analysiert, welche Bedeutung der angewendete
geographische Beprobungsmalfstab fir die Struktur einer Hybridzone haben kdnnte.
Ein bedeutendes und in der Literatur kontrovers diskutiertes Thema ist die
Auswirkung von Hybridisierung. Die Bandbreite der angenommenen Folgen reicht
von Hybridspeziation (Gompert et al. 2006, Mavarez et al. 2006, Mallet 2007) bis hin
zur Verdrangung einer Art durch die Hybridisierung mit einer zweiten starker
verbreiteten Art (Avise 1994, Allendorf et al. 2001). Dieser Themenkomplex wird
auch im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit ist es auch, zu verdeutlichen, dass die Untersuchung
von Rand- und Grenzbereichen zwischen nah verwandten Arten interessante und
wichtige Erkenntnisse Uber evolutionare Prozesse liefern kann. Diese Erkenntnisse
kébnnten u.a. zu einem besseren Verstandnis der komplexen Biogeographie

mikroendemischer Arten in Madagaskar beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsgebiet

Das Untersuchungsgebiet in Stidostmadagaskar, Region Fort Dauphin, ist durch eine
komplexe Vegetationsstruktur gekennzeichnet, die in einem engen geographischen
Raum viele verschiedene Vegetationstypen aufweist. Die Anosy- und Vohimena-
Bergketten dominieren dieses Gebiet und bilden eine natirliche Klimabarriere fur das
vom Indischen Ozean kommende und in Ost-West-Richtung ziehende Wetter. Der
dadurch hervorgerufene scharfe Klimagradient teilt diese Region in eine 06stliche
niederschlagsreiche und immergrine Regenwaldregion und eine westliche
niederschlagsarme und subaride Dornbuschzone. Ein weiterer in dieser Region
vorkommender Vegetationstyp ist der feuchte Kistenwald, der sich entlang der
sudostmadagassischen Kiste erstreckt (s. Abbildung 2).
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% Ubergangswald
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Abbildung 2: Lage des Untersuchungsgebietes in Madagaskar

Links: Darstellung der geographischen Lage des Untersuchungsgebietes innerhalb
Madagaskars. Rechts: Schematische Ubersichtskarte des Untersuchungsgebietes in
Siudostmadagaskar und der dort hauptsachlich vorkommenden Vegetationstypen. Die
abgebildeten Zonen zeigen die Ausdehnung der jeweiligen Waldtypen und nicht die
tatsachliche Vegetationsbedeckung. Schematische Darstellung auf Grundlage von GOOGLE
EARTH 4.3.
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Die herausragende Besonderheit des Untersuchungsgebietes bildet eine
Ubergangswaldzone zwischen den feuchten Vegetationstypen im Osten und dem
trockenen Dornbuschgebiet im Westen. Durch seine geographische Lage am
Grenzbereich der drei Vegetationstypen Regenwald, feuchter Kistenwald und
trockener Dornbusch wird der Ubergangswald als intermediarer Habitattyp
charakterisiert (Goodman et al. 1997). Er erstreckt sich vom Siudostrand der
Dornbuschzone bis zur westlichen Flanke der Anosy- und Lavasoa-Berge. In
Abbildung 2 ist die Lage des Untersuchungsgebietes und eine detaillierte Ansicht der
Region Fort Dauphin dargestellt. Im Folgenden werden die drei untersuchten
Vegetationstypen beschrieben.

Subarider Dornbusch

Die subaride Dornbuschzone Stidmadagaskars erstreckt sich von der Studwestkiste,
Ex-Province de Tuléar, bis zur Westgrenze der Ubergangswaldzone ca. 40 Kilometer
westlich von Fort Dauphin (s. Abbildung 2) und reprasentiert die trockenste
Vegetationszone Madagaskars. Der jahrliche Niederschlag ist im Durchschnitt
geringer als 700 mm und in den trockensten, sidwestlichen Gebieten sogar nur 300
mm pro Jahr (Garbutt 1999). Fur den im ostlichen Dornbuschgebiet gelegenen Ort
Behara, zehn Kilometer stdwestlich des Untersuchungsortes Ankilimitsivoky (Ani),
betragt die jahrliche Niederschlagsmenge 530 mm (Paulian et al. 1973, Donque
1975). Auf den uberwiegend lateritischen, in Kustenndhe auch sandigen Boden der
Dornbuschzone wird die Vegetation von xerophytischen und sukkulenten Pflanzen,
z.B. Pflanzen der Familien Didiereaceae oder Euphorbiaceae, dominiert (Goodman
et al. 1997). Durch Blatt- oder Stammsukkulenz oder durch kleine, lederartige Blatter
bei laubabwerfenden Xerophyten sind diese Pflanzen an das trockene und heil3e
Klima des Dornbuschs gut angepasst. Die in dieser Arbeit untersuchten Orte
Mahavelo (Mv), Berenty (Be) und Ankilimitsivoky (Ani) liegen im Kerngebiet der
ostlichen Dorbuschzone (s. Abbildung 3). Die Untersuchungsorte Andrevavo (Arv),
Ankodida (Akd), Elomaka (Elo), Ananorasa (Ars) und Ampihamy (Amp) befinden sich
am sudostlichen Rand dieser Vegetationszone an der Grenze zur
Ubergangswaldzone (s. Abbildung 3B, S. 22). Die geographischen Koordinaten der

Untersuchungsorte sind in Tabelle 1 und 2 auf der Seite 21 aufgelistet.
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Ubergangswaldzone

Als eigenstandiger Vegetationstyp wurde der Ubergangswald westlich der Anosy-
Bergkette von O Connor et al. (1985) und von Ratsivalaka- Randrianmanga (1987)
erstmals beschrieben. Ein Teil dieser Ubergangswaldzone, die 500 ha groRe Parzelle
3, ist Bestandteil des Andohahela-Nationalparks (O Connor et al. 1985). Die jahrliche
Niederschlagsmenge in Parzelle 3 liegt zwischen 700 und 800 mm (Nicoll &
Langrand 1989). Botanisch kann der Ubergangswald als eine Mischung aus
feuchtem Regenwald und Dornbuschvegetation charakterisiert werden (Goodman et
al. 1997). In dichten Schluchtwaldern kann die Kronenhtéhe bis zu zwolf Meter
erreichen (Goodman et al., 1997). An exponierten Stellen wiederum wird die
Vegetation von Pflanzen der Dornbuschzone dominiert. Eine fiir den Ubergangswald
typische Pflanzenart ist die seltene und endemische Dreieckspalme Dypsis decaryi
(O"Connor et al. 1985). Ein weiteres Fragment der Ubergangswaldzone wurde von
Ramanamanjato & Ganzhorn (2001) am Abatorongorongo an der Sudflanke des
Lavasoa-Gebirges beschrieben. Aufgrund der dort betriebenen Agrarwirtschaft
besteht dieser Ubergangswald aus wenigen Fragmenten. Die vorherrschende
Vegetation hat einen intermediaren Charakter mit Pflanzen des Regenwaldes, des
Kistenwaldes und der Dornbuschzone. Die durchschnittliche Kronenhdhe betragt
10-14 Meter. Dieser Ubergangswald liegt nur sechs Kilometer nordostlich des
Untersuchungsortes Anja (Anj). Die an diesem Ubergangswaldstandort des Lavasoa-
Gebirges von Gligor (2006) erhobenen Microcebus-Daten wurden auch in der
vorliegenden Arbeit verwendet. Die sudlich der Parzelle 3 des Andohahela-
Nationalparks und der Route Nationale 13 gelegene Ubergangswaldzone wurde im
Rahmen dieser Arbeit erstmals untersucht. Aufgrund dessen sind weder exakte
klimatologische Daten noch Vegetationsdaten dieser Ubergangswaldzone bekannt.
Dominiert wird diese bogenformig verlaufende Ubergangswaldzone von drei
Erhebungen, dem Itakefa (Ita) (533 m), dem Ambohibato (Amb) (462 m) und einer in
Nord-Sud-Richtung verlaufenden Bergkette mit den Untersuchungsorten
Vohisandriana (Voh), Ankotraka (Ako), Sarikady (Sak), Ambario (Ari), Ankilivalo
(Ank), Andranopagnafaky (And) und Antsiongavy (Ant) (s. Abbildung 3 B, S. 22). Die
Ita und Amb Ubergangswalder sind von Dornbuschvegetation umgeben und dadurch
von der zusammenhangenden Ostlichen Ubergangswaldzone isoliert. Die
geographischen Koordinaten der Untersuchungsorte sind in Tabelle 2 auf der Seite

21 aufgelistet. Diese Ubergangswaldzone kann, wie die Ubergangswalder von
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Ambatorongorongo und Parzelle 3 des Andohahela-Nationalparks, als intermediarer
Vegetationstyp zwischen Regenwald- und Dornbuschvegetation charakterisiert
werden. In feuchten Schluchtwéldern herrscht dichter Pflanzenwuchs. An
exponierten Stellen ist zum einen die Vegetation der Dornbuschzone verbreitet und
zum anderen Dypsis decaryi die endemische Zeigerpflanze des Ubergangswaldes

(eigene Beobachtung).

Kistenwald

Die feuchten Kistenwdalder der Region Fort Dauphin (Tolagnaro) erstrecken sich
entlang der Kiste von Ste. Luce im Sudosten bis Petriky im Sudwesten dieser
Region (s. Abbildung 3). Der Kistenwald bildet eine eigene phytogeographische
Einheit, die ihn von den nordlich gelegenen Regenwaldern der Anosy- und
Vohimenabergketten unterscheidet (Ratsivalaka-Randrianmanga 1987, Lowry &
Faber-Langendoen 1991, Ganzhorn et al. 2000). Dieser Waldtyp wéchst auf
sandigen Bdden in weniger als 40 Meter Gber dem Meeresspiegel und erreicht eine
Kronenhdhe von 10-15 Meter. Die jahrliche Niederschlagsrate betragt mehr als 1000
mm (Goodman et al. 1997). Die Kustenwalder sind zum einen durch naturliche
Barrieren wie z.B. Gewasser oder Feuchtgebiete, aber zum anderen auch durch
anthropogene Einfliisse stark fragmentiert. In der vorliegenden Arbeit wurden Daten
von Individuen aus den Kustenwéaldern von Mandena (M) und Petriky (Pe)
verwendet. Zu den Kustenwaldfragmenten von Mandena gehort auch der
geographisch weiter entfernte Kustenwald MO1 (s. Abbildung 3, S. 22). Der
Kistenwald von Petriky (Pe) nimmt aufgrund einer geringeren jahrlichen
Niederschlagsrate eine Sonderstellung ein. Die Vegetationszusammensetzung
dieses Kustenwaldfragments unterscheidet sich von der Flora der weiter Ostlich
gelegenen Kustenwalder von Mandena (M) (Lowry & Faber-Langendoen 1991). Die
Kistenwaldfragmente der Region Tolagnaro gehdren zu den am starksten bedrohten
Habitaten in Madagaskar (Du Puy & Moat 1998, Ganzhorn et al. 2001). Die
geographischen Koordinaten der Untersuchungsorte M und Pe sind in Tabelle 1 auf

der Seite 20 aufgelistet.

17



Material und Methoden

2.2 Herkunft des Probenmaterials & verwendete Datensatze

2.2.1 Einfuhrung

Fur die beiden Schwerpunktanalysen dieser Arbeit wurden zum einen genetische
Daten der mitochondrialen Hypervariablen Region | (HVR 1) und von neun nukleéren
Mikrosatellitenloci und zum anderen morphometrische Daten eingesetzt. In einer
ersten  Schwerpunktanalyse soll auf Grundlage bereits vorhandener
morphometrischer und genetischer Daten das Vorkommen einer Hybridzone
zwischen den Microcebus-Arten M. murinus und M. griseorufus in der untersuchten
Ubergangswaldzone fundiert tiberpriift werden. In der zweiten Schwerpunktanalyse
soll dann durch eine umfangreiche Beprobung in der Kernzone des
Untersuchungsgebietes ein Datensatz erarbeitet werden, der eine detaillierte
Charakterisierung der Hybridzone ermdéglicht. Fur die Untersuchung der beiden
Schwerpunkte wurden zwei verschieden grof3e Datensatze verwendet. Diese werden

in den nun folgenden Abschnitten vorgestellt.

2.2.2 Teildatensatz

Fur die erste Schwerpunktanalyse wurden bereits vorhandene Daten von insgesamt
neun Populationen aus den Kistenwéldern von M01, M16 und Pe, aus den
Dornbuschstandorten Mv, Be und Amp und aus den Ubergangswaldpopulationen
Anj, Ank und Sak eingesetzt. Diese Daten stammen zum einen aus der Doktorarbeit
Hapke (2005) und zum anderen aus der Diplomarbeit Gligor (2006). Die von A.
Hapke bereitgestellten morphometrischen und genetischen Daten der Populationen
MO1, M16, Pe, Mv und Be wurden im Rahmen von Feldarbeiten 2000-2002 in
Zusammenarbeit mit der Universitat Hamburg erhoben. Die Daten der Individuen der
Populationen Amp, Anj, Ank und Sak stammen aus der Diplomarbeit Gligor (2006).
Die Herkunftsorte, die geographischen Koordinaten, die Vegetationstypen und die
Anzahl beprobter Individuen sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die geographische
Lage dieser Untersuchungsgebiete ist in Abbildung 3 auf der Seite 22 dargestellt.
Aus Tabelle 1 geht hervor, dass fir den ersten Analyseschwerpunkt Daten von
insgesamt 162 Individuen aus neun Populationen der Dornbuschzone, der
Ubergangswaldzone und des Kiistenwaldgebietes eingesetzt wurden. Der Umfang
der hier verwendeten Daten entspricht einem Teil der insgesamt in dieser Arbeit
eingesetzten Daten und wird im Folgenden als Teildatensatz bezeichnet.
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2.2.3 Gesamtdatensatz

Fur die Untersuchung des zweiten Schwerpunktes wurde im Rahmen dieser Arbeit
eine ausgedehnte und fein auflosende Probennahme in der Kernzone des
Untersuchungsgebietes durchgefihrt. In Abbildung 3 (B) ist die untersuchte
Kernzone mit den beprobten Standorten des Ubergangswaldes und der
angrenzenden Dornbuschzone graphisch dargestellt. Die dabei angewendete
Probennahmestrategie, der Fang der Tiere, die Beprobung der Individuen und die
Chronologie der Feldperioden werden in den nachsten Kapiteln beschrieben.

Der Datensatz fir den zweiten Analyseschwerpunkt umfasste die wéahrend der
Doktorarbeit neu beprobten Populationen der acht Ubergangswaldstandorte lIta,
Amb, Ant; And, Ari, Ako, Voh und Ank, die finf Dornbuschpopulationen Ani, Akd, Elo,
Ars und Arv (s. Abbildung 3 & Tabelle 2), die bereits vorhandenen Daten der
Populationen des Teildatensatzes, weitere bereits vorhandene Daten der
Kistenwaldpopulationen M04-M20 (Hapke 2005) und zusatzliche Daten der
Microcebus griseorufus-Dornbuschpopulation Tsi von Giertz & Zupke (2008) (s.
Abbildung 3 & Tabelle 1). Aus Tabelle 1 und 2 wird ersichtlich, dass flr die zweite
Schwerpunktanalyse Daten von insgesamt 569 Individuen der Gattung Microcebus
aus 29 Untersuchungsstandorten zur Verfigung standen. Die Anzahl der Standorte
betragt 29, weil die Population Ank in der Diplomarbeit Gligor (2006) und wahrend
dieser Doktorarbeit von J.N.R. Andrianjaka (2008) beprobt wurde. Beide Ank-
Datensatze wurden zu einem Datensatz vereinigt. Da der fur die zweite
Schwerpunktanalyse eingesetzte Datensatz nicht nur die Daten der neu beprobten
Populationen beinhaltet, sondern auch die bereits vorhandenen Daten intergriert,
wird dieser sehr umfangreiche Datensatz als Gesamtdatensatz bezeichnet.

Die morphometrischen Daten und die Sequenzdaten der HVR 1 des Teildatensatzes
und der Kiustenwaldpopulationen M04-M20 konnten ohne zusatzliche Bearbeitung in
den Gesamtdatensatz integriert werden. Im Gegensatz dazu lagen die Alleldaten der
neun nukleéren Mikrosatellitenloci dieser Populationen als Rohdaten vor. Um diese
Daten in den Gesamtdatensatz zu integrieren, mussten wahrend der Doktorarbeit
zusatzliche Labor- und Anaylsearbeiten durchgefuhrt werden. Dazu gehérte u.a. die
Uberprufung der vorhandenen Rohdaten, die Neutypisierung von Allelen und die
Durchfthrung eines neuen wallel calling*“. Die Anpassung der
Mikrosatellitendatensatze fir eine Vereinigung zu einem Gesamtdatensatz wird in
Kapitel 2.8.3.2 beschrieben.
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Tabelle 1: Verwendete Daten im Teil- und Gesamtdatensatz

Teildatensatz Gesamtdatensatz
Herkunft Untersuchungsort Abkiirzung Koordinaten Vegetation Nind
Sad Ost
Hapke (2005) Berenty Be 25,001 46,298 D 8
Mahavelo Mv 24,765 46,154 D 8
Petriky Pe 25,061 46,873 K 48
Mandena MO01 24,944 47,103 K 8
Mandena MO04 24.948 47.030 K 11 X
Mandena MO5 24.945 47.029 K 16 X
Mandena MO06 24.942 47.023 K 14 X
Mandena MO7 24.936 47.030 K 11 X
Mandena M13 24.967 47.002 K 20 X
Mandena M15 24.956 46.999 K 25 X
Mandena M16 24,953 46,992 K 42
Mandena M20 24.941 46.998 K 16 X
Ankilivalo Ank 25,112 46,689 U 1
Gligor (2006) Ampihamy Amp 25,145 46,635 D 10
Sarikady Sak 25,125 46,667 U 1
Ankilivalo Ank 25,112 46,689 U 24
Anja Anj 25,109 46,727 U 12
Giertz & Zupke (2008) Tsimanampetsotsa Tsi 24,020 43,760 D 28 X
Gligor (2006-2008) s. Tabelle 2 / / / / 266 X
> Ind 162 569

Untersuchungsort: Herkunft des Probenmaterials; Koordinaten: Sid: sudlicher Breitengrad; Ost:
Dornbuschzone; U: Ubergangswaldzone; K: Kustenwald); n,.q: Anzahl beprobter Individuen pro Ort;

> Ind: Summe eingesetzter Individuen.

Langengrad; Vegetation: (D: subarid
: verwendete Population; X: nicht
verwendete Populationen; Gligor (2006-2008): Individuen die im Rahmen der Feldarbeiten dieser Doktorarbeit neu beprobt wurden (s. Tabelle 2).
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Untersuchungsorte Abklrzung Koordinaten Vegetation Nind
Sud Ost

ltakefa'? Ita 25,058 46,527 U 16
Ankodida® Akd 25,072 46,524 D 9

Elomaka* Elo 25,061 46,573 D 19
Ananorasa’ Ars 25,079 46,560 D 34
Ambohibato* Amb 25,075 46,616 U 16
Andrevavo® Arv 25,099 46,606 D 12
Andranopagnafaky? And 25,110 46,645 U 14
Antsyongavy” Ant 25,120 46,654 U 23
Ambario® Ari 25,109 46,658 U 12
Ankotraka? Ako 25,143 46,664 U 6

Vohisandria® Voh 25,169 46,646 U 46
Ankilimitsivoky? Ani 24,870 46,413 D 25
Ankilivalo® Ank 25,112 46,689 U 34
Total 266

Untersuchungsorte: Herkunft des Probenmaterials; Koordinaten: Sid: sudlicher Breitengrad; Ost: Langengrad; Die jeweilige Vegetation ist in
Kiirzel angegeben (D: subarid Dornbuschzone; U: Ubergangswaldzone;); ni,q: Anzahl beprobter Individuen pro Ort und die Gesamtzahl beprobter
Individuen. *: Periode der Feldarbeiten 08/2006-02/2007; % Periode der Feldarbeiten 08/2007-01/2008; *: von J.N.R. Andrianjaka (2008) beprobter
Ort (Ank). Die hier aufgelisteten Individuen sind Teil des Gesamtdatensatzes (s. Tabelle 1).
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Abbildung 3: Probennahmeorte im Untersuchungsgebiet

(A) Vereinfachte schematische Darstellung der Verbreitung der
Hauptvegetationszonen in Stdostmadagaskar und der von A. Hapke beprobten
Orte. *: von Hapke 2000-2002 beprobte Standorte; *: (Ani): Probennahmeort im
Rahmen dieser Doktorarbeit; In Klammern sind die Abkirzungen der jeweiligen
Untersuchungsorte dargestellt.
(B) Detailkarte der Kernzone des untersuchten Gebietes. *: Probennahmeorte der
Diplomarbeit Gligor (2006); *: von J.N.R. Andrianjaka beprobter Ort (Ank); * im
Rahmen dieser Doktorarbeit beprobte Orte; In Klammern sind die Abkirzungen
der jeweiligen Orte dargestellt.
Die abgebildeten Zonen zeigen die Ausdehnung der jeweiligen Waldtypen und nicht die
tatsachliche Vegetationsbedeckung. Schematische Darstellung auf Grundlage von GOOGLE
EARTH 4.3.
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2.3 Probennahme im Verlauf der Doktoarbeit

2.3.1 Probennahme-Strategien

Zu Beginn der ersten Feldperiode 2006/2007 wurde ein zweiwdchiger Feldaufenthalt
zur Erkundung der weitgehend unbekannten Kernzone des Untersuchungsgebietes
durchgefiihrt. Im Fokus standen Standorte der Ubergangswaldzone und der dazu
angrenzenden Dornbuschgebiete. Dabei wurden ausgehend vom Basiscamp Ars
tagliche Erkundungsmarsche in verschiedene Regionen des Untersuchungsgebietes
unternommen. Von allen Erkundungsrouten und untersuchten Standorten wurden
GPS-Koordinaten aufgezeichnet. Auf Grundlage der gewonnenen Erkenntnisse tber
die geographische Lage (GPS-Koordinaten), die Gelandebeschaffenheit, die
klimatischen Bedingungen und die Vegetation der untersuchten Standorte Itakefa
(Ita), Elomaka (Elo), Ambohibato (Amb), Ankodida (Akd), Ananorasa (Ars) und
Andrevavo (Arv) wurde eine Probennahme-Strategie erarbeitet. In Abbildung 4 ist
eine Hohenprofilkarte und die geographische Lage der untersuchten Standorte
dargestellt. Vor allem die Ubergangswélder des Ita (533 m) und Amb (462 m)
westlich des Ampolimazava Ubergangswaldes (s. Abbildung 4 A/B) stechen aus der
Landschaft hervor. Sie sind umgeben von Dornbuschvegetation und dadurch isoliert
von der groRen, zusammenhangenden Ubergangswaldzone der Ampolimazava,
Salovana, Amboalaingo und Vohisandria-Berge. Das hier untersuchte Gebiet weist
eine Mosaikstruktur aus feuchten Ubergangswaldern in hoheren Lagen und
trockener Dornbuschvegetation in tieferen Lagen auf und keinen strikten in Ost-West-
Richtung verlaufenden Gradienten von feucht zu trocken. Eine Beprobung entlang
eines Transektes vom feuchten Osten uber die Ubergangswaldzone hin zum
trockenen Westen, wie in der Diplomarbeit Gligor (2006) durchgefiihrt, hatte nicht
ausgereicht, um die komplexe Struktur des Untersuchungsgebietes zu erfassen.
Daher wurde fur diese mosaikartig zusammengesetzte Region aus subariden
Dornbuschzonen und  feuchten  Ubergangswaldzonen eine  Hoch-Tief-
Beprobungsstrategie verfolgt. Es wurden Standorte in héherer Hohenlage entlang
der bogenférmig verlaufenden Ubergangswaldzone beprobt und gleichzeitig auch
dazu angrenzende Standorte des Dornbuschs in niedriger Hohenlage (s. Abbildung
4). Zusatzlich wurde ein Standort, Ankilimitsivoky (Ani) im Kerngebiet der 6stlichen
Dornbuschzone beprobt, um die Stichprobe aus dieser Zone zu vergréf3ern (s.
Abbildung 3 A, S. 22).
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Abbildung 4: Hohenprofil der Kernzone des Untersuchungsgebietes

(A) Dargestellt sind die in der Kernzone des Untersuchungsgebietes vorkommenden

Berge mit Hohenangaben

in Meter 0. NN, (Vogelperspektive). Die farbig

dargestellten Flachen reprasentieren die jeweiligen Vegetationstypen. Gelb-grine-

Schraffur:

Ubergangswald;

Gelb: subarider Dornbusch; Grin: Regenwald.

Gestricheltes Rechteck: Andeutung des unter (B) gezeigten Ausschnittes in

Zentralperspektive.

(B) Zentralperspektivischer Ausschnitt des Hohenprofils im Untersuchungsgebiet. Die
Berge sind mit Hohenangaben in Meter t. NN dargestellt. Blickrichtung: Nord.

Die abgebildeten Zonen zeigen die Ausdehnung der jeweiligen Waldtypen und nicht die

tatsachliche Vegetationsbedeckung. Schematische Darstellung auf Grundlage von GOOGLE

EARTH 4.3.
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2.3.2 Fang der Tiere

Zum Fang der Individuen der Gattung Microcebus wurden Sherman-Fallen (LFA 7,6
cm x 8,9 cm x 22,9 cm; H. B. Sherman Traps, Inc., Tallahassee, US) eingesetzt.
Aufgrund der z.T. dichten, schwer zuganglichen Vegetation und des zerklufteten
Reliefs des Ubergangswaldes und der Dornbuschzone konnten die Fallen nicht in
einem Gittersystem angeordnet werden. Sie wurden im Abstand von 20 Metern
entlang mehrerer Transekte mit einer maximalen Lange von 800 m aufgestellt. Die
mit Bananensticken bekdderten Fallen wurden aufsteigend nummeriert und auf
Astgabeln in Augenhdhe platziert. Mittels GPS-Gerét (Garmin, Minchen) wurden die
geographischen Koordinaten (WGS 84) jedes Fallenstandortes aufgezeichnet. Die
Fallen wurden am spaten Nachmittag bekodert und am frihen Morgen auf
Fangerfolg kontrolliert.

Die Aktivitat und der damit verbundene Fang von Tieren der Gattung Microcebus ist
auf wenige Monate im Jahr beschrankt und von verschiedenen Faktoren, wie z.B.
Saisonalitat, Klima, Vegetation und Nahrungsressourcen abhangig. Daher war der
Fallen-Fangerfoly an manchen Untersuchungsorten gering. In diesen
Ausnahmefallen wurde eine eigens fir das vorherrschende Geldnde des
Untersuchungsgebietes entwickelte Handfang-Methode eingesetzt. Bei dieser
Strategie wurden Individuen auf schonende und mdglichst stressfreie Weise mit der
Hand gefangen. Zum Schutz von Tier und Mensch wurde der manuelle Fang mit
Handschuhen durchgefuhrt. Die Tiere wurden in einem Radius von bis zu 1000 Meter
um den jeweiligen Untersuchungsort gefangen. Die Fanghdhe betrug maximal zwei
Meter. Sofort nach der schonenden Ergreifung eines Tieres wurde dieses in eine
speziell beschriftete Sherman-Falle Utberfuhrt. Jeder Handfang-Ort wurde mittels
GPS-Gerat (Garmin, Miinchen) geographisch erfasst. Alle manuell und alle mit Fallen
gefangenen Tiere haben den Fang verletzungsfrei tUberlebt und wurden nach der

Beprobung am jeweiligen Fangort in die Freiheit entlassen.

2.3.3 Beprobung der Individuen

Nach Narkotisierung der gefangenen Individuen wurden Gewebeproben als Ohr-
Biopsien entnommen und in Gewebepuffer (s. Kapitel 2.5.1, S. 30) konserviert. Jedes
beprobte Individuum wurde in dorsaler und frontaler Ansicht fotografiert und
anschlieBend morphometrisch untersucht. Die Methode der morphometrischen
Untersuchung ist in Kapitel 2.4 auf Seite 27 beschrieben.
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2.3.4 Chronologie der Feldperioden

Die im Verlauf der Doktorarbeit durchgefuhrten Feldarbeiten sollten die komplexe
biogeographische Struktur der gesamten Kernzone mit den Ubergangswaldern und
den dazu angrenzenden Dornbuschgebieten sidlich des Andohahela-Nationalparks
erfassen. Mit dieser fein aufldésenden Beprobung sollte eine umfangreiche und
vertiefte Charakterisierung der Hybridzone zwischen Microcebus murinus und M.
griseorufus ermdoglicht werden. In zwei Feldperioden wurden an insgesamt 13
Standorten Individuen der Gattung Microcebus beprobt (s. Abbildung 3 (B)). Die erste
Feldperiode wurde im Zeitraum 08/2006-02/2007 und die zweite im Zeitraum
08/2007- 01/2008 durchgefihrt.

In der ersten Feldperiode vom 08/2006-02/2007 wurden insgesamt 92 Individuen der
Gattung Microcebus in den Ubergangswald-Standorten Ita und Amb und den
angrenzenden Orten der Dornbuschzone beprobt. Die Dornbuschstandorte waren
Akd am FuRBe des Ita-Berges, Elo am Vohidroa-Berg zwischen den
Ubergangswaldern Ita und Amb, Ars sudlich des Vohidroa und Arv siidwestlich des
Amb. Am Standort Ita wurden in der ersten Feldperiode nur zwei Individuen beprobt.
Dieser Standort wurde in der zweiten Feldperiode noch einmal aufgesucht und
erfolgreich beprobt (s. Abbildung 5).

Die zweite Feldperiode wurde im Zeitraum 08/2007-01/2008 durchgefiihrt. Dabei
wurden insgesamt 174 Individuen an acht Standorten beprobt. Im Fokus dieser
Feldarbeiten standen die Standorte der grof3en und zusammenhangenden
Ubergangswaldzone der Ampolimazava, Salovana, Amboalaingo und Vohisandria-
Berge. In dieser Ubergangswaldzone wurden die Untersuchungsorte Ant, Ari, And,
Ako und Voh beprobt. Im Rahmen dieser Feldperiode wurde am
Untersuchungsstandort Ank eine zusatzliche Beprobung von J.N.R. Andrianjaka
durchgefiihrt. Neben den 24 von Gligor (2006) beprobten Individuen wurde durch
dies Zuzatzprobennahme weitere 34 Individuen der Gattung Microcebus an diesem
Standort beprobt (s. Tabelle 2). Zusatzlich wurde ein Standort, Ankilimitsivoky (Ani),
im Kerngebiet der dstlichen Dornbuschzone beprobt (s. Abbildung 3, S. 22).

In der Tabelle 2 sind die Herkunftsorte, die geographischen Koordinaten, die
Vegetationstypen und die Anzahl beprobter Individuen aus beiden Feldperioden
aufgelistet. Die geographische Lage dieser Untersuchungsgebiete ist in Abbildung 3
& Abbildung 5 dargestellt. Abbildung 5 zeigt zusatzlich den chronologischen Verlauf

der beiden Feldperioden und die Anzahl beprobter Individuen.
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Abbildung 5: Chronologie der Probennahme im Kern-Untersuchungsgebiet

Dargestellt ist die zeitliche Abfolge der Feldarbeiten, die in der Kernzone des
Untersuchungsgebietes durchgefuhrt wurden. In Klammern sind die Orts-Kirzel und die
Anzahl beprobter Individuen dargestellt. Die farbig dargestellten Flachen repréasentieren die
jeweiligen Vegetationstypen. Gelb-griine-Schraffur: Ubergangswald; Gelb: subarider
Dornbusch; Grin: Regenwald. Die abgebildeten Zonen zeigen die Ausdehnung der
jeweiligen Waldtypen und nicht die tatsachliche Vegetationsbedeckung. Schematische
Darstellung auf Grundlage von GOOGLE EARTH 4.3.

2.4 Morphometrische Daten

Wahrend der Feldperioden 2006-2008 wurden morphometrische Messungen an allen
266 beprobten Individuen vorgenommen. Die Vermessung der Individuen im
Untersuchungsort Ankilivalo (Ank) wurde von J.N.R. Andrianjaka durchgefthrt.

Um eine Ubereinstimmung der morphometrischen Datensatze zu gewahrleisten
wurde von allen in Tabelle 3 aufgefihrten Bearbeitern die gleiche Messtechnik
angewendet. In Tabelle 3 sind die Herkunftsorte und die Bearbeiter der Individuen

des Teil-und Gesamtdatensatzes aufgelistet.
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Tabelle 3: Herkunft morphometrischer Daten und Bearbeiter

Untersuchungsort Abkirzung Bearbeiter
Mahavelo Mv Hapke

Berenty Be Hapke
Ankilimitsivoky Ani Andrianjaka, Gligor
Itakefa Ita Gligor

Ankodida Akd Gligor

Elomaka Elo Gligor

Andrevavo Arv Gligor

Ambohibato Amb Gligor

Ananorasa Ars Gligor
Andranopagnafaky And Gligor

Ambario Ari Gligor
Antsyongavy Ant Gligor

Sarikady Sak Hapke, Gligor
Ankotraka Ako Gligor

Ampihamy Amp Ernest, Hapke, Gligor
Vohisandria Voh Andrianjaka, Gligor
Ankilivalo Ank Andrianjaka, Hapke, Gligor
Anja Anj Ernest, Hapke
Petriky Pe Hapke

Mandena MO5 Hapke

Mandena MO6 Hapke

Mandena MO7 Ernest

Mandena M15 Hapke

Mandena M16 Hapke

Mandena MO01 Hapke

Im Rahmen der Probennahme wahrend der Doktorarbeit wurden die acht
morphometrischen Parameter Kopfbreite (KB), Kopflange (KL), Ohrlange (OL), Kopf-
Rumpflange (KRL), Schwanzlange (SL), Ohrbreite (OB), Ful3lange (FL) und Gewicht
(G) erfasst. Die Messung der KB, OL und OB wurde mittels Schieblehre
durchgeftihrt, wahrend die Parameter KRL, SL und FL mit einem Mal3band erfasst
wurden. Um das Gewicht zu ermitteln, wurden mechanische Federwaagen
eingesetzt. Die Mal3e KB und OL wurden nach Schmid & Kappeler (1994) gemessen.
Dabei wurde die KB als bizygomatische Distanz senkrecht zur KL gemessen und die
OL als Distanz des basalen Endes des Tragus und der Spitze der Pinna. Fur die
Mal3e KRL, SL und OB wurde die von Hapke et al. (2005) beschriebene Messtechnik
verwendet. Die KRL wurde als Differenz der Gesamtlange und der SL berechnet. Die
SL wurde auf der dorsalen Schwanzseite von der Schwanzbasis bis zum Ende des
letzten Schwanzwirbels gemessen. Die OB wurde im rechten Winkel zur OL

gemessen. Die FL wurde nach Rasoloarison et al. (2000) von der Ferse bis zur
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langsten Zehe gemessen. Die Messtechnik der finf Parameter KRL, SL, OL, OB und
KB ist in Abbildung 6 illustriert. In der Datenanalyse wurden nur morphometrische
Daten adulter Individuen bertcksichtigt. Alle beprobten Individuen haben die
Erfassung Uberlebt und wurden in sehr gutem Gesundheitszustand am jeweiligen
Fangort freigelassen.
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Kopf-Rumpf-Lange

Schwanzlange

Abbildung 6: Morphometrische Messung bei Microcebus spp.

Dargestellt sind funf bei der Gattung Microcebus gemessene morphometrische Parameter:
Kopf-Rumpflange (KRL), Schwanzlange (SL), Kopfbreite (KB), Kopflange (KL), Ohrlange
(OL) und Ohrbreite (OB); Die abgebildeten Individuen wurden in betdubtem Zustand
fotografiert. Die Messtechnik ist vereinfacht dargestellt.
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2.5 Labormaterial

2.5.1 Chemikalien, Losungen, Puffer und Kits

Die fur die molekularbiologischen Methoden des neuen Probenmaterials (s. Kapitel

2.7, S. 32) verwendeten Chemikalien, Losungen und Kits sind in Tabelle 4

aufgefinhrt.

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien, Losungen, Puffer und Kits

Bezeichnung

Hersteller

Chemikalien

Agarose

Borsaure
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethanol

Ethidiumbromid

HiDi-Formamid

Harnstoff

Natriumacetat

Sephadex G-50
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
HPLC-Gradient Grade (H,O)

Biozym, Hessisch Oldendorf
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Applied Biosystems, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
GE-Healthcare, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Kit-Systeme

QIAamp DNA Mini Kit
Taq PCR Core Kit
Cycle Sequencing Kit (Version 3.1)

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Applied Biosystems, Darmstadt

Nukleinsaure-Marker

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder
Lambda DNA/ Hindlll
GeneScan™-350 ROX™

Fermentas; St. Leon-Rot
Fermentas; St. Leon-Rot

Applied Biosystems, Darmstadt

Enzyme

SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase)

Exo | (Exonuclease |)

Fermentas; St. Leon-Rot

Fermentas; St. Leon-Rot
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Fur die Agarose-Gelelektrophorese, die Sequenzierung und die Fragmentlangen-
Analyse wurden folgende Puffer verwendet.

Ladepuffer fur die Agarosegele: 6X Loading Buffer (Fermentas, St. Leon-Rot)

Ladepuffer fur die Sequenzanalyse: 10X Buffer (Applied Biosystems,
Darmstadt)

10X TBE-Puffer: 108 g (0,9 M) Tris(Hydroxymethyl)-
aminomethan, 55 g (0,89 M) Borsaure,
7,44 g (0,02M) EDTA, ad 1 | H,0O

Fur die Konservierung der Ohrgewebe wurde eine Konservierungslosung
(Gewebepuffer) in folgender Zusammensetzung eingesetzt.
Gewebepulffer: 6 M Harnstoff, 10 mM Tris/HCL (pH 8),

10 mM EDTA, 125 mM NacCl, 1 % SDS

2.5.2 Gerate

In Tabelle 5 sind die verwendeten Geréte aufgelistet.

Tabelle 5: Verwendete Gerate

Gerat Hersteller

Automatischer Sequenzierer  Applied Biosystems 3130 Genetic Analyser, Darmstadt
PE Applied Biosystems ABI 377, Darmstadt

Elektrophoresekammern Life Technologies, Karlsruhe
Heizblock Eliwell, Nirnberg
Haep Labor Controls (HLC), Bovenden
Magnetischer Heizrihrer Heidolph, Kelheim
Schuttler neolLab, Heidelberg
Thermocycler Biometra ,T-Gradient®, Gottingen
Biometra ,T-Personal“, Géttingen
Vortexer Heidolph, Kelheim
Waagen Kern, Balingen-Frommern
GPS Handgeréat Garmin, Gréafelfing
Zentrifugen Hettich ,Rotina 35 R*, Tuttlingen

Hettich ,Mikro 22 R*
Hettich ,,Mikro 20 R"
Mikrowelle LG Electronics, Willich
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2.6 Computer und Software

Fur diese Arbeit wurde zum einen mit Macintosh Rechnern, Betriebssystem MacOS9
und MacOS10 und zum anderen mit PCs, Betriebssystem WindowsXP gearbeitet.

Die verwendete Software ist in der Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Verwendete Software

Name Version Hersteller/Referenz
ARLEQUIN 2011 Schneider et al. (2000)
BIOEDIT 7.04 Hall (1999)

CLUSTAL W 1994 Thompson et al. (1997)
FSTAT 2.9.3.2 Goudet (2002)

GEL JET IMAGER 2000 INTAS

GENALEX 6.2 Peakall & Smouse (2005)
GENECLASS 2 2.0 Piry et al. 2004
GENEMAPPER ™ 3.0 Applied Biosystems
GENESCAN 3.0 Applied Biosystems
GENOTYPER 2.1 Applied Biosystems
GOOGLE EARTH 4.3 GoogleTM

MICROSATELLITE ANALYZER 3.12 Dieringer & Schlétterer (2003)
MODELTEST 3.7 Posada & Crandall (1998)
MRBAYES 3.1 Ronquist & Huelsenbeck (2003)
NEWHYBRIDS 1.1 Anderson (2003)

OFFICE 2003 Microsoft

PAUP 4.0 Swofford (1998)

R-PACKAGE 4.0 Casgrain & Legendre (2001)
SEQMAN Il DNASTAR, Inc.

SIGMAPLOT 8.0 SPSS, Inc.

SPSS 16.0 SPSS, Inc.

STRUCTURE 2.1 Pritchard et al. (2000)
TREEPUZZLE 5.2 Schmidt et al. (2002)
TREEVIEWX 0.5.0 Page (1996)

2.7 Molekularbiologische Methoden

Fur die populationsgenetische Untersuchung der Individuen der Gattung Microcebus
im Teil- und Gesamtdatensatz wurden die maternal vererbte mitochondriale
Hypervariable Region | (HVR 1) und neun biparental vererbte nukleare

Mikrosatellitenloci als genetische Marker eingesetzt.
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2.7.1 DNA Préaparation

Fur die Extraktion der DNA aus Ohrgewebe und Gewebepuffer wurde ein
kombiniertes Protokoll aus Tissue Protocol ,QIAamp DNA Mini Kit* (Qiagen, Hilden)
und Blood and Body Fluid Spin Protocol (Qiagen, Hilden) verwendet. Das Tissue
Protocol ,,QlAamp DNA Mini Kit* wurde nach Herstellerempfehlung durchgeftihrt. Das
Blood and Body Fluid Spin Protocol wurde an einigen Stellen modifiziert. Die
eingesetzten Volumina fur Gewebepuffer, Proteinase K, AL-Puffer und Ethanol
wurden um das dreifache erhoht. Vor dem Eluieren mit AE-Puffer wurde die
Inkubationszeit nach Herstellerempfehlung auf finf Minuten erhdht. Das dritte Eluat
wurde zweimal auf die Saule aufgetragen. Durch die Kombination beider Verfahren
konnte die DNA-Ausbeute optimiert werden.

Die Konzentration der DNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese und
Ethidiumbromid-Farbung abgeschatzt. Als Konzentrationsstandard wurde mit Hindlll

verdaute Lambda DNA eingesetzt.
2.7.2 Mitochondriale Hypervariable Region | (HVR 1)

2.7.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Sequenzierung

Die in Tabelle 7 aufgelisteten Primer wurden von Hapke (2005) und Zupke (2008)

entwickelt und hier fur die Amplifikation der mitochondrialen HVR 1 verwendet.

Tabelle 7: Primer zur PCR und Sequenzierung der HVR 1

Name Sequenz (5'-3") Lage Str. Fkt. Art
mihlcbau GATCTACTTATCCTTACATGA Cyt b Pos. 1011 L PCR/S. Mm
mihlcoau GTTATAGTTTCAGGTTAGTCA konst. Region H PCR/S. Mm/Mg
mihlcoin GAGCGAGAAGAGGGGCA konst. Region H S. Mm
Mcytbfm CTAGTAGAATG(AG)ATCTGAGG Cyt b Pos. 497 L PCR Mg
mih1cbin2 TTATACC(AT)AC(CT)GTAAG(CT)CTT Cytb Pos. 1013 L S. Mm/Mg
TsimMgCytbfw2 TCGGACAAGTGGCCTCTA Cyt b Pos. 1049 L PCR/S. Mg

konst. Region: konstante Region der mitochondrialen Kontrollregion; Cyt. b Pos.: Cytochrom
b Position in L-Strang Orientierung; Str.: Strang (H: schwerer Strang (heavy); L: leichter
Strang (light)); PCR: PCR-Primer; S.: Sequenzier-Primer; Mm: Microcebus murinus; Mg:
Microcebus griseorufus; Daten ibernommen von Hapke (2005) und Zupke (2008).
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Die Amplifikation der HVR 1 wurde mittels ,hot-start* PCR-Technik durchgefiihrt. Um

einen hot-start“-Effekt zu erzielen, wurde die Reaktion

in zwei durch eine

Wachsschicht getrennten Phasen angesetzt, wobei die Primer der unteren, die

Polymerase und die DNA der oberen Phase zugegeben wurden. Alle PCR
Reaktionen wurden mit dem Tag PCR Core Kit (Qiagen, Hilden) durchgefihrt. In
Tabelle 8 sind die Reaktionskomponenten fir einen Reaktionsansatz detailliert

dargestellt. Fur die Amplifikation der HVR 1 wurden zwei ,hot-start® PCR Profile

eingesetzt. Diese sind in Tabelle 9 und Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 8: Reaktionsansatz fur die "hot-start" PCR

Reaktionskomponenten (Konzentration)

Volumen (ul)

Unterer Ansatz

Oberer Ansatz

10X PCR-Puffer (beinhaltet MgCl, (15mM))

dNTP (10mM)

L-Primer (10pmol/ul)
H-Primer (10pmol/ul)

ddH,0

10X PCR-Puffer
Taqg-Polymerase (5 units/pl)
DNA (2,5-20 ng/ul)

ddH>O

Tabelle 9: PCR-Profil fur "hot-start" PCR (Programm 1)

Schritt Zeit (min) Temperatur (°C) Anzahl Zyklen
Denaturierung 02:00 95 1
Denaturierung 00:40 95

Annealing 01:00 54 35
Elongation 01:00 72

End-Elongation 05:00 72 1

Kihlung bis « 4 1

Tabelle 10: PCR-Profil fur "hot-start" PCR (Programm 2)

Schritt Zeit (min) Temperatur (°C) Anzahl Zyklen
Denaturierung 02:00 95 1
Denaturierung 00:40 95

Annealing 01:00 55 35
Elongation 01:10 72

End-Elongation 05:00 72 1

Kihlung bis « 4 1
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Zur Kontrolle der PCR-Amplifikation wurden je 5ul des PCR-Produktes auf 1,5%-ige
Agarosegele aufgetragen und mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht.
Vor der Sequenzierung der PCR-Produkte missen diese von Uberschissigen
Nukleotiden und Primern gereinigt werden. Fir die enzymatische Aufreinigung der
PCR-Produkte wurden zu jeder PCR-Probe 1U (1pl) SAP (Fermentas, St. Leon-Rot)
und 10 U (0,5ul) Exonuclease | (Fermentas, St. Leon-Rot) gegeben. Der Ansatz
wurde fir 37 Minuten bei 37°C und im Anschluss fur weitere 15 Minuten bei 80°C
inkubiert.

Die zyklische Sequenzierung ,Cycle Sequencing” wurde mit dem Cycle Sequencing
Kit v. 3.1 (Applied Biosystems, Darmstadt) durchgefihrt. Das eingesetzte
Reaktionsvolumen fiir eine Probe betrug 10 pl. Pro Ansatz wurden 6 pl
aufgereinigtes PCR-Produkt verwendet. Die eingesetzten Sequenzier-Primer sind in
Tabelle 7 (S. 33) aufgelistet. Der Reaktionsansatz fur eine Probe ist in Tabelle 11
dargestellt. Tabelle 12 zeigt die PCR-Bedingungen fir das Cycle Sequencing.

Tabelle 11 : Reaktionsansatz fur das Cycle Sequencing einer Probe

Reaktionskomponenten (Konzentration) Volumen (ul)
DNA-Probe (2,5-20 ng/ul) 6
Primer (10 pmol/pl) 1
BigDye-Premix Version 3.1 1
Sequencing Buffer Version 3.1 (5X) 2
Tabelle 12: PCR-Profil flir das Cycle Sequencing

Schritt Zeit (min) Temperatur (°C) Anzahl Zyklen
Denaturierung 00:10 96 30
Annealing & Elongation 04:00 55
Kiihlung bise 4

Die Aufbereitung der Sequenzierreaktionen wurde mit 0,22%-igem SDS
durchgefiihrt. Die mit 1 pl 0,22%-igem SDS versetzten Produkte wurden flr drei
Minuten bei 98°C und anschlie3end fur 10 Minuten bei 25°C inkubiert.
In einem weiteren Aufreinigungsschritt wurden die Sequenzierreaktionen mit
Sephadex G-50 Fine (GE-Healthcare, Freiburg) aufgereinigt. Sephadex G-50 wird
eingesetzt, um Nukleotide und Salze von DNA-Fragmenten abzutrennen. Bei diesem
Verfahren wurde Sephadex G-50 in Saulen einer Aufreinigungsplatte tGberfuhrt und
fur zwei Stunden durch Zugabe von H,O gequollen. Nach zweimaliger Zentrifugation
der Sephadex-Aufreinigungsplatte mit H,O wurden die Sequenzieranséatze auf die
Saulen geladen und in einem abschlieRenden Zentrifugationsschritt aufgereinigt.
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Zu den aufgereinigten Sequenzreaktionen wurden je 5 pl HiDi-Formamid (Applied
Biosystems, Darmstadt) gegeben und fiur drei Minuten bei 95°C denaturiert. Die
Sequenzierung wurde auf einem Kapillarsequenzierer 3130 Genetic Analyser
(Applied Biosystems, Darmstadt) durchgefiihrt. Die Elektrophorese wurde mit POP-
7™ Polymer (Applied Biosystems, Darmstadt) in 36 cm Kapillaren unter folgenden
Bedingungen durchgefuhrt: 20 s Injektionszeit, 60°C Lauftemperatur, 1,5 kV
Laufspannung und 65 min. Analysezeit. Die Elektropherogramme wurden mit
SEQMAN Il (DNASTAR, Inc.) analysiert.

2.7.3 Nukleare Mikrosatellitenloci

2.7.3.1 PCR und Reamplifikation der PCR-Produkte

In der vorliegenden Arbeit wurden neun Mikrosatellitenmarker verwendet, die von
Hapke et al. (2003) entwickelt wurden. Einer der eingesetzten Marker wurde von
Mittleren Fettschwanzmakis (Cheirogaleus medius) isoliert und acht weitere von
Grauen Mausmakis (Microcebus murinus). Die fur die PCR und Reamplifikation
eingesetzten Loci und Primerpaare sind in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Primer zur PCR und Reamplifikation der Mikrosatelliten

Locus Genbank Acc # Sequenz (5'-3') M. GrolRRe (bp)

33104 AY 154667 R: GCA AAATAA AAG TTC CTG GCA 254-296
F: AGG GAG ATG GAT GCG GTAA

Mm21 AY 154669 R: CAG TTAACATCC TCA GCA ATA 207-245
F: TCA ATG CAT CAATTA ACC ACG

Mm22 AY154670 R: AACTTT GAC CCT TCC CAG TA 208-237
F: GAT ATT TGC AGT GAC GTC AAA

Mm39 AY154673 R: ATCTTT CATCTT CCT GTCCC 139-208
F: TAC ACT CTG GGT TAC ATA AGA

Mm51 AY 154677 R: TAT CAA AAT TGT AGC ATG TAA CA 99-116
F: CTT GAG GAAGTC TCT GAG G

Mm30 AY154672 R: GGC ATT TGC GCA AGG TCG 215-259
F: GATGCTGAACCTCTGTCTG

Mm42 AY 154675 R: TCTTCATAT CCATCT CTAATAC 128-203
F. CAT GGT TCC AGG TACTCCC

Mm43 AY 154676 R: TAT TGG AGT TTA GAG AAG ATAC 133-179
F: CTA AAC TCC AAT ACA CAT ACC

Mm60 AY154679 R: TAATTCTGAGACTTTTGATITTG 88-125

F: ACT GGA AAATTT CAT TAC AAC AT

Sequenzen: eingesetzte Primersequenzen fir die jeweiligen Loci; F: forward”; R: ,reverse";
M.: fluoreszenzmarkierte Primer fur die Reamplifikation; v: verwendete markierte Primer;
GroRRe (bp): BasenpaargroRe der Mikrosatelliten bei Microcebus spp.; Genbank Acc #:
accession number bei NCBI Genbank. Die eingesetzten Primer wurden von Hapke et al.
(2003) Ubernommen.
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Die Amplifikation der Mikrosatellten wurde mittels ,hot-start® PCR-Technik
durchgefuhrt. Dabei wurden nicht fluoreszenzmarkierte Primer verwendet. In der
Tabelle 14 sind die Reaktionskomponenten fir eine ,hot-start“-PCR dargestellt. Fur
die PCR wurden alternativ 2 bzw. 3,3 pl der isolierten DNA eingesetzt. Bei den Loci
33104 und Mm22 wurden 2ul DNA und bei den restlichen sieben Loci 3,3 pul DNA
eingesetzt. Die Reaktionskomponenten 10X PCR-Puffer, dNTP und Taqg-Polymerase
waren Bestandteil des Taq PCR Core Kit (Qiagen, Hilden).

Tabelle 14: Reaktionsansatz fur die Mikrosatelliten "hot-start"-PCR

Reaktionskomponenten (Konzentration) Volumen (ul)

Unterer Ansatz

10X PCR-Puffer (beinhaltet MgCl, (15mM)) 0,5
dNTP (10mM) 0,4
L-Primer (10pmol/ul) 0,67
H-Primer (10pmol/pl) 0,67
ddH,0 ad 5yl
Oberer Ansatz
10X PCR-Puffer 15
Tag-Polymerase (5 units/pl) 0,1
DNA (2,5-20 ng/pl) 2/3,3
ddH,0O ad 15ul

Tabelle 15 stellt die PCR-Bedingungen fur die Amplifikation der Mikrosatelliten dar.
Acht von neun Loci wurden mit einer Annealing-Temperatur von 58°C amplifiziert.

Fur den Locus Mm60 wurde eine Annealing-Temperatur von 54°C gewahlt.

Tabelle 15;: PCR-Profil fir neun Mikrosatellitenloci

Schritt Zeit (min) Temperatur (°C) Anzahl Zyklen
Denaturierung 02:00 95 1
Denaturierung 00:40 95

Annealing 01:00 54/58 35
Elongation 01:00 72
End-Elongation 05:00 72
Kiihlung bis « 4
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Fur die Reamplifikation der PCR-Produkte wurde ein Standard PCR-Verfahren
eingesetzt und nicht die Wachs-vermittelte ,hot-start* PCR-Technik. Dabei wurde flr
jeden untersuchten Locus ein fluoreszenzmarkierter Primer verwendet. Als Farbstoff
kamen HEX (grun) und FAM (blau) zur Anwendung. Die verwendeten Primer sind in
Tabelle 13 (S.36) durch ein Hakchen kenntlich gemacht. In der Tabelle 16 ist die
Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes dargestellt. Die Reaktionskomponenten
10X PCR-Puffer, dNTP und Tag-Polymerase waren Bestandteil des Tag PCR Core
Kit (Qiagen, Hilden). Die eingesetzte PCR-Produktmenge variierte stark und musste
fur jeden Locus individuell eingestellt werden. Fir die Mikrosatellitenloci Mm22,
Mm30, Mm43 und Mm51 betrug die eingesetzte PCR-Produktmenge 1ul, fur die Loci
33104 und Mm42 2ul und fir die Gbrigen drei Loci 4pl.

Tabelle 16: Reaktionsansatz fir die Reamplifikation der Mikrosatelliten PCR-Produkte

Reaktionskomponenten (Konzentration) Volumen (ul)
Ansatz
10X PCR-Puffer(beinhaltet MgCI2 (15mM)) 2
dNTP (10mM) 0,4
L-Primer (10pmol/ul) 0,666
Taqg-Polymerase (5 units/pl) 0,1
Template (2,5-20 ng/ul) 1/2/4
ddH20 ad 20 ul

Tabelle 17 stellt die fur die Reamplifikation der PCR-Produkte verwendeten
Bedingungen dar. Die Loci 33104, Mm39 und Mm60 wurden mit einer Annealing-
Temperatur von 54°C reamplifiziert. Alle restlichen Loci wurden bei 58°C amplifiziert.
Die Reamplifikation der Mikrosatellitenloci 33104, Mm39, Mm21 und Mm60 wurde
mit 30 Zyklen durchgefihrt, wahrend die Zyklenanzahl fur die restlichen Loci 25
betrug.

Tabelle 17: Bedingungen fir die Reamplifikation der PCR-Produkte

Schritt Zeit (min) Temperatur (°C) Anzahl Zyklen
Denaturierung 02:00 95 1
Denaturierung 00:40 95

Annealing 01:00 54/58 25/30
Elongation 01:00 72
End-Elongation 05:00 72 1
Kihlung bis « 4 1
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Vor der Fragmentlangenanalyse wurden die Reamplifikations-Produkte einiger
Mikrosatellitenloci mit H,O (HPLC-Gradient Grade, Roth, Karlsruhe) verdinnt. Die
vorgenommenen Verdinnungen sind in Tabelle 18 dargestellt.

Die Analyse der Fragmentldngen, also die Bestimmung der Lé&nge der einzelnen
Mikrosatelliten-Allele, wurde mit einem Kapillarsequenzierer 3130 Genetic Analyser
(Applied Biosystems, Darmstadt) durchgefuhrt. Hierfir wurde je 1pl des verdunnten
PCR-Produktes mit 0,3 pl des Langenstandards GeneScan™-350 ROX™ (Applied
Biosystems, Darmstadt) und mit 11,7 pl HiDi- Formamid (Applied Biosystems,
Darmstadt) versetzt und fur drei Minuten bei 95°C denaturiert. Die Elektrophorese
wurde mit POP-7™ Polymer in 36 cm Kapillaren unter folgenden Bedingungen
durchgeflihrt: 12s/23s Injektionszeit (s. Tabelle 18), 60°C Lauftemperatur, 1,5 kV
Laufspannung und 30 Minuten Analysezeit. Bei der Fragmentlangenanalyse wurden
die mit fluoreszenzmarkierten Primern versehenen PCR-Produkte von einem Laser
detektiert. Die Elektropherogramme der FragmentlAngenanalyse wurden mit der
Software GENEMAPPER™ 3.0 (Applied Biosystems, Darmstadt) analysiert. Der in
jeder Probe mit aufgetragene Langenstandard diente dabei als Ausgangswert fur die

Berechnung der Lange der einzelnen Mikrosatelliten-Allele.

Tabelle 18: Verdinnung und Injektionszeit der Mikrosatellitenloci

Locus Verdinnung Injektionszeit (s)
33104 1:10 12
Mm21 1:20 12
Mm22 1:20 12
Mm39 1:10 23
Mm51 1:10 12
Mm30 1:20 12
Mm42 X 12
Mm43 1:40 12
Mm60 1:40 12

X: unverdinnter Locus Mm42

2.8 Methoden der Datenanalyse

2.8.1 Morphometrische Daten

Die Hauptkomponentenanalysen und die Diskriminanzanalysen wurden in der ersten
Schwerpunktanalyse mit dem Teildatensatz und in der zweiten Schwerpunktanalyse

mit dem Gesamtdatensatz nach der gleichen Datenanalyse-Methode durchgefihrt
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und werden daher in den folgenden Kapiteln gemeinsam beschrieben. Fir diese
Datenanalysen wurden acht morphometrische Parameter adulter Individuen
eingesetzt (s. Kapitel 2.4, S. 27). Trachtige Weibchen wurden von der Analyse
ausgeschlossen.

Eine Abweichung zwischen beiden Schwerpunktanalysen bestand in der Anzahl
eingesetzter Individuen. In den mit dem Teildatensatz durchgefiihrten Analysen
wurden morphometrische Daten von insgesamt 74 Individuen eingesetzt. Davon
stammten 22 Individuen aus der Dornbuschzone, 25 Individuen aus der
Ubergangswaldzone und 27 Individuen aus den Kustenwaldern. Die
morphometrischen Daten dieser Individuen wurden in den Gesamtdatensatz der
zweiten Schwerpunktanalyse integriert. Zusammen mit den wahrend der
Feldperioden 2006-2008 neu erhobenen morphometrischen Daten umfasste der
Gesamtdatensatz insgesamt 279 Individuen, 172 Individuen aus dem
Ubergangswald, 69 Individuen aus dem Dornbuschgebiet und 38
Kistenwaldindividuen. Fur die folgenden Datenanalysen wurde das Programm SpPSs

fur Windows v. 16.0 verwendet.

2.8.1.1 Hauptkomponentenanalyse (principal components analysis, PCA)

Eine Hauptkomponentenanalyse (principal components analysis, PCA) wurde
durchgefihrt, um die Anzahl der Parameter auf eine kleinere Anzahl unabhangiger
Faktoren zusammenzufassen. Eine geringe Anzahl von Hauptkomponenten
bedeutet, dass einige Parameter linear miteinander korreliert sind und somit eine
sehr ahnliche Information liefern. Die ermittelten Hauptkomponenten sollten einen
moglichst groRen Anteil der Gesamtvarianz erklaren. Die PCA wurde mit einer
Korrelationsmatrix und einer Extraktion aller Eigenwerte grol3er als eins durchgefihrt.
Individuen, die fehlende Werte aufwiesen, wurden von der Analyse ausgeschlossen.
Um die Eignung der Parameter zu testen, wurde das Kaiser-Meyer-Olkin Maf3 der
Stichprobeneignung berechnet. Parameter mit einem Wert unter 0,5 wurden von der

Analyse ausgeschlossen.

2.8.1.2 Diskriminanzanalyse

Durchgefiihrt wurden auch Diskriminanzanalysen mit schrittweiser Einbeziehung der
morphometrischen Parameter als unabhangige Variablen basierend auf der
Mahalanobis-Distanz. Als Kriterium fir den Ausschluss oder das Einbeziehen einer

Variablen wurde ein F-Wert von 3,84 bzw. 2,71 gewahlt. Des Weiteren wurde fir
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alle Gruppen die gleiche a-priori-Wahrscheinlichkeit angenommen. In einer ersten
Analyse wurden die Individuen in die drei Gruppen Ubergangswaldzone, Dornbusch
und Kustenwald klassifiziert. In einer zweiten Analyse wurde eine Klassifizierung in
zwei  Gruppen vorgenommen. Die Dornbuschindividuengruppe und die
Kistenwaldgruppe wurden als sogenannte Lernstichproben eingesetzt, wahrend die
Individuen der Ubergangswaldzone a priori unklassifiziert blieben.

2.8.2 Mitochondriale Hypervariable Region |

2.8.2.1 Sequenzverarbeitung

Die Analyse der Sequenzdaten der Hypervariablen Region | (HVR 1) erfolgte
semiautomatisiert mit Hilfe des Programms SeEQMAN Il aus dem DNASTAR
Programmpaket (Madison, USA). Dabei errechnete das Programm SEQMAN Il eine
Konsensus-Sequenz aus beiden komplementaren Sequenzen eines Individuums.
Jede Konsensus-Sequenz wurde visuell Uberprift und gegebenenfalls manuell
korrigiert. Die korrekten Sequenzen wurden in das Programm BIOEDIT v. 7.0.4 (Hall
1999) importiert und mit CLUSTAL W (Thompson et al. 1997) aligniert. AnschlieRend
wurde das Sequenzalignment mit dem Sequenzeditor BIOEDIT visuell korrigiert.
Mittels TREEPUZZLE v. 5.2 (Strimmer & von Haeseler 1996) wurde das Alignment auf
identische Sequenzen Uberprift, die dann zu einem Haplotyp zusammengefasst und

fur phylogenetische Rekonstruktionen verwendet wurden.

2.8.2.2 Verwendete Sequenzdaten

Fur die mit dem Teildatensatz durchgefiihrten phylogenetischen Rekonstruktionen
von Microcebus spp. wurden insgesamt 25 mitochondriale Haplotypen verwendet.
Dabei handelt es sich um acht Haplotypen aus den Kistenwaldpopulationen Pe und
M, um 11 Haplotypen aus den Dornbuschpopulationen Mv, Be und Amp und um
sechs Haplotypen aus den Ubergangswaldpopulationen Anj, Sak und Ank (s.
Abbildung 18).

Fur die phylogenetischen Rekonstruktionen der zweiten Schwerpunktanalyse mit
dem Gesamtdatensatz wurden neben den in der vorliegenden Arbeit neu ermittelten
39 Haplotypen auch die oben beschriebenen Haplotypen des Teildatensatzes
eingesetzt.

In beiden Schwerpunktanalysen wurde eine Sequenz von Microcebus ravelobensis
(Yoder et al. 2000; GenBank Accession Nr. AF285455) als Aul3engruppe genutzt.
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Auf Grundlage der ermittelten phylogenetischen Rekonstruktionen sollte Uberpruft
werden, zu welcher Microcebus-Art die festgestellten Haplotypen zugeordnet

werden.

2.8.2.3 Phylogenetische Rekonstruktionen

Fur den verwendeten Teil-und Gesamtdatensatz wurde mit dem Programm
MODELTEST Vv. 3.7 (Posada & Crandall 1998) das am besten geeignete
Substitutionsmodell  bestimmt. Dieses wurde fur die anschliel3enden
phylogenetischen Rekonstruktionen eingesetzt. Die Auswahl des
Substitutionsmodells erfolgte nach dem hierarchischen Likelihood Ratio Test (hLRT),
der im Programm MODELTEST Iimplementiert ist. Die phylogenetischen
Rekonstruktionen wurden mit Maximum Likelihood-basierten Verfahren, mit
Maximum Parsimony-Methoden und mit Bayes’schen-Analyse-Methoden berechnet.
Das Maximum Likelihood Quartet puzzling-Verfahren wurde fur beide Datensétze
mit dem Programm TREEPUZzZLE V. 5.2 (Strimmer & von Haeseler 1996) durchgefuhrt.
Fur die Maximum Likelihood Analysen wurden 10.000 puzzling steps und das von
MODELTEST bestimmte Substitutionsmodell nach Hasegawa et al. (1985) mit einer
Gamma-Verteilung der Ratenheterogenitat (HKY+G) verwendet. Die Gamma-
Verteilung wurde durch vier Kategorien angenéhert. Die von MODELTEST errechneten
Parameter Gamma-Shape-Parameter a, die Nukleotidfrequenzen und die
Transitions-Transversions-Rate unterschieden sich fir die beiden Datensatze.

Fur die Sequenzdaten des Gesamtdatensatzes errechnete MODELTEST die
Parameter Gamma-Shape-Parameter a= 0,2121, die Nukleotidfrequenzen freqA=
0,3796, freqC= 0,2578, freqG= 0,0954 und freqT= 0,2672 und die Transitions-
Transversions-Rate von 10.5852.

Fur den Teildatensatz wurde ein Gamma-Shape-Parameter von a= 0,1388, die
Nukleotidfrequenzen freqA= 0,3572, freqC= 0,2686, freqG= 0,0981 und freqT=
0,2762 und eine Transitions-Transversions-Rate von 11,4788 errechnet. Diese von
MODELTEST errechneten Parameter wurden in den Maximum Likelihood Analysen
ebenfalls vorgegeben.

Die Unterstltzungswerte der einzelnen Knoten wurden mit Hilfe der ,quartet puzzling
support values“ bewertet. Das ermittelte Phylogramm wurde mit dem Programm
TREEVIEWX V. 0.5.0 (Page 1996) dargestellt und mit POWERPOINT (Microsoft Office
2003) bearbeitet.
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Fur die Maximum Parsimony Baumrekonstruktion wurde fiir beide Datensatze das
Programm PaAuP v. 4.0 (Swofford 1998) verwendet.

Die Analyse des Gesamtdatensatzes wurde mit 100 Bootstrap- Wiederholungen mit
randomisierter Sequenzaddition (,random addition sequence replicates”, je 10
Wiederholungen) durchgefiihrt. Die Verlagerung von Asten (branch-swapping)
erfolgte mit dem ,tree-bisection-reconnection* TBR- Algorithmus. Aufgrund des
groRen Datensatzes und der dadurch entstehenden zeitintensiven Berechnungen
wurde eine Obergrenze fur jedes ,random addition sequence replicate” gesetzt. In
jeder Wiederholung wurden maximal 100 Baume gespeichert. Aus der Vielzahl an
Baumen wurde ein 50 % Mehrheitsregel-Konsensusbaum (50 % majority-rule
consensus tree) mit ,bootstrap-support-values® als Unterstitzungswerte der
Knotenpunkte konstruiert. Der ermittelte Konsensusbaum wurde mit POWERPOINT
(Microsoft Office 2003) visualisiert und bearbeitet.

Die Maximum Parsimony Baumrekonstruktion fur den Teildatensatz wurde mit 100
.,sfandom addition sequence replicates* und mit dem tree-bisection-reconnection”
TBR-Algorithmus durchgefuhrt. Far  die Evaluierung der relativen
Unterstitzungswerte interner Knotenpunkte wurde eine ,bootstrap“-Analyse mit 100
Wiederholungen durchgefihrt.

Das Programm MRBAYES v. 3.1 (Ronquist & Huelsenbeck 2003) wurde fur die
Bayes’sche Analyse beider Datensatze eingesetzt. Die Analyse wurde mit dem von
MODELTEST V. 3.7 (Posada & Crandall 1998) bestimmten Substitutionsmodell HKY+G
(Hasegawa et al. 1985) und vier Markov-Chain-Monte-Carlo-Ketten durchgefihrt.

Die Bayes’'sche Analyse fiur die Sequenzdaten des Gesamtdatensatzes wurde mit
4.000.000 Generationen durchgefuhrt, wobei die Baume jeder hundertsten
Generation gespeichert wurden. Von 40.000 errechneten Samples wurden 10.000
als ,Burn-in“ verworfen. Nach Uberpriifung der Konvergenzkriterien wurden die
verbleibenden 30.000 post ,Burn-in“-Samples fir die Berechnung eines
Konsensusbaums und fir die Ermittlung der posterioren Wahrscheinlichkeiten
interner Knotenpunkte eingesetzt.

Fur den Teidatendatensatz wurde die Bayes'sche Analyse mit 1.000.000
Generationen durchgefiihrt. Die ersten 2.500 Samples wurden als ,Burn-in®
verworfen. Die restlichen 7.500 post ,Burn-in“-Samples wurden wie oben
beschrieben fiir die Berechnung eines Konsensusbaums und fir die Ermittlung der

posterioren Wahrscheinlichkeiten interner Knotenpunkte verwendet.
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Die fur beide Schwerpunktanalysen errechneten Konsensusbaume wurden mit
TREEVIEWX V. 0.5.0 (Page 1996) visualisiert und mit POWERPOINT (Microsoft Office
2003) bearbeitet.

2.8.3 Nukleare Mikrosatellitenloci

2.8.3.1 Typisierung der Allele der neun Microsatellitenloci

Die Fragmentlangenanalyse der im Rahmen dieser Arbeit neu beprobten Individuen
wurde mit einem Kapillarsequenzierer 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems,
Darmstadt) durchgefuhrt. Der in jeder Probe mit aufgetragene L&ngenstandard
GeneScan'™-350 ROX™ (Applied Biosystems, Darmstadt) diente als Referenz fiir
die Berechnung der Molekulgrél3e der einzelnen Mikrosatelliten-Allele. Die
Elektropherogramme der Fragmentlangenanalyse wurden mit der Software
GENEMAPPER™ 3.0 (Applied Biosystems, Darmstadt) visualisiert und analysiert. Fiir
jeden Mikrosatellitenlocus wurde eine GENEMAPPER Projektdatei eingerichtet, die
neben den lokusspezifischen Analyseparametern auch die MolekulgroRen der
Mikrosatelliten-Allele jedes Individuums beinhaltete. Die mit der GENEMAPPER 3.0
(Applied Biosystems, Darmstadt) Software berechneten Molekulgré3en wurden
visuell Uberprift, gegebenenfalls manuell korrigiert, und auf zwei Nachkommastellen
genau berechnet. Die Zuordnung ganzzahliger Allele zu bestimmten Molekulgré3en
erfolgte manuell nach einem von Gligor (2006) entwickelten Gruppierungsverfahren
(s. Abbildung 7). In diesem Verfahren werden die typisierten Molekulgré3en zunachst
der GrofRe nach sortiert, in Diagrammen visualisiert und anschlieend zu Allel-
Gruppen gleicher Grole zusammengefasst. Dabei wird auf ein konventionelles
Rundungsverfahren verzichtet, da dieses die Fehltypisierungsrate erh6hen wirde. In
diesem Gruppierungsverfahren wird die Problematik kritischer Dezimalzahlen, die um
den Wert 0,5 schwanken, berucksichtigt, wodurch die Fehltypisierungsrate stark
minimiert wird. Die endgultigen Allelgrof3en jedes Locus wurden in einer EXCEL-
Tabelle (Microsoft Office 2003) gespeichert und fur verschiedene Verfahren

eingesetzt.
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Abbildung 7: Gruppierungsverfahren der Mikrosatelliten-Allele

Dargestellt ist das Gruppierungsverfahren der Allele nach Gligor (2006). In dieser Abbildung
sind Plateaus von Allelen gleicher Molekulgré3e zu erkennen, die stufenartig voneinander
differenziert werden kénnen. Anhand dieser stufenférmigen Spriinge wurden Allele gleicher
Lange in Gruppen zusammengefasst. Die zu einer Gruppe gehérenden Allele wurden dann
einheitlich einer MolekullgroRe zugewiesen. Mit Hilfe dieses Verfahrens wurde die
Fehltypisierungsrate stark minimiert.

2.8.3.2 Anpassung der Mikrosatelliten Datenséatze

Fur die zweite Schwerpunktanalyse mit dem Gesamtdatensatz wurden neben den in
dieser Arbeit neu typisierten 266 Individuen zusatzlich die Allel-Rohdaten des
Teildatensatzes verwendet. Diese Alleldaten wurden mit unterschiedlichen Techniken
ermittelt. Die Mikrosatelliten-PCR-Produkte von Hapke (2005) wurden mit einem ,Li-
COR one color dnasequencer longreadir 4000“ oder einem ,Li-COR two color
dnasequencer longreadir 4200" (Li-Cor, Lincoln, USA) visualisiert. Dabei wurden die
erhaltenen Gelbilddateien mit dem Programm ADOBE PHOTOSHOP 6.0 (Adobe
Systems Inc.) bearbeitet und visuell abgelesen. Die Fragmentlangenanalyse von
Gligor (2006) wurde auf Polyacrylamidgelen mit dem Sequenziergerat ABI 377
(Applied Biosystems, Darmstadt) durchgefiihrt, und die erzeugten Daten wurden

anschlieBend mit dem Programmpaket ABlI PRISM GENOTYPING Software (Perkin-
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Elmer) analysiert.

Die Anwendung verschiedener Verfahren zur Typisierung der Fragmentlangen fihrte
zu unterschiedlichen Allel-Datenséatzen. Die fur die erste Schwerpunktanalyse
verwendeten Alleldaten des Teildatensatzes wurden in einem ersten
Anpassungsverfahren im Rahmen der Diplomarbeit Gligor (2006) zu einem
Datensatz vereinigt.

Eine direkte Vereinigung des Teildatensatzes und des Datensatz der hier neu
typisierten Alleldaten zu einem Gesamtdatensatz wirde zu einer erheblichen
Verfalschung der Ergebnisse fiuhren. Daher wurden die Allel-Rohdaten des
Teildatensatzes an die Fragmentlangenanalyse des Kapillarsequenzierers 3130
Genetic Analyser (Applied Biosystems, Darmstadt) angepasst. Fir das
Anpassungsverfahren der Mikrosatelliten-Datensatze wurde jedes einzelne Allel
analysiert und detailliert Uberprift. Konnte im Anpassungsverfahren keine
Ubereinstimmung zwischen den Datensatzen festgestellt werden, so wurden
Nachtypisierungen der Mikrosatellitendaten des Teildatensatzes auf dem
Kapillarsequenzierers 3130 Genetic Analyser durchgefihrt. Um alle vorhandenen
Mikrosatellitendaten zu einem Datensatz zu vereinigen, wurden insgesamt ca. 1400
Wiederholungsanalysen vorgenommen.

Das Anpassungsverfahren der Datensdtze wurde in mehreren zeitintensiven
Schritten durchgefiihrt und wird im Folgenden detailliert erlautert.

In einem ersten Schritt wurde eine Anpassung der ABI 377er-Alleldaten an die
3130er-Alleldaten durchgefuihrt. Dabei wurden die Typisierungsunterschiede
zwischen den beiden Sequenziersystemen ABI 377 und Kapillarsequenzierer 3130
Genetic Analyser ermittelt. Fir diese Analyse wurden 48 reprasentative DNA-Proben
von Individuen der Populationen Amb, Arv, Ita, Akd, Ars und Elo ausgewahlt und
parallel mit beiden Sequenziersystemen typisiert. Durch diese Vorgehensweise
wurden von allen typisierten Allelen zwei unterschiedliche Kopien errechnet, eine
377-MolekulgroRe und eine 3130-Molekulgré3e. Diese wurden dann miteinander
verglichen, um mogliche MolekulgroRenunterschiede festzustellen. Fur jeden
Mikrosatellitenlocus wurde eine grol3e Bandbreite an MolekulgroRen analysiert und
verglichen. Wurde Uber alle Allele eines Locus ein durchgéangig &hnlicher
GroRRenunterschied zwischen beiden Sequenziersystemen festgestellt, so wurde
dieser als Anpassungsregel festgehalten. Diese Anpassungsregeln dienten der

Angleichung des Mikrosatelliten-Datensatzes von Gligor (2006). Konnten fir
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bestimmte Loci keine durchgangig ahnlichen Gréf3enunterschiede zwischen beiden
Sequenziersystemen festgestellt werden, wurden fir alle 47 Individuen von Gligor
(2006) neue Fragmentlangenanalysen auf dem Kapillarsequenzierer 3130 Genetic
Analyser durchgefuihrt. Fur die neuen Analysen der 47 Individuen wurden neue PCR-
Reaktionen und Reamplifikationen vorgenommen. Dabei wurde jedes Allel auf
Richtigkeit Gberpruft. Durch diese genauen und umfassenden Anpassungsverfahren
wurde eine optimale Angleichung gewahrleistet.

In einem weiteren Analyseschritt wurde eine Anpassung der LICOR-Alleldaten an
die 3130er-Alleldaten durchgefihrt. Der ,Li-COR* Mikrosatellitendatensatz von
Hapke (2005) wurde im Rahmen einer Diplomarbeit von Gligor (2006) bereits an den
ABI 377-Datensatz (s.0.) angepasst. Dazu wurden 20 reprasentative DNA-Proben
von Hapke (2005) ausgewahlt und mit dem ABI 377 Fragmentanalyse-System
typisiert. Bei der Auswahl der 20 Proben wurde besonders darauf geachtet, dass
jeder der neun Loci durch eine Vielzahl unterschiedlicher Allelgré3en reprasentiert
wird.

Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Angleichung des ,Li-COR"
Datensatzes an den Kapillarsequenzierer 3130 Genetic Analyser wurden drei
verschiedene Anpassungsstrategien verfolgt. In einer ersten Analyse wurden die fir
den ABI 377- Datensatz erarbeiteten Anpassungsregeln (s.0.) angewendet. Dazu
wurden zunéachst die von Gligor (2006) auf dem ABI 377 Sequenzierer typisierten
und angepassten Allele der 20 Individuen analysiert. Wurde Uber alle Allele eines
Locus ein  durchgangig ahnlicher  GroRRenunterschied zwischen den
Sequenziersystemen festgestellt, so wurde dieser fur die Anpassung verwendet. Fur
weitere Loci wurde eine zweite Strategie eingesetzt, um die Bandbreite aller
vorkommenden AllelgroRen vielfach zu erfassen. Dazu wurden neben den von Gligor
(2006) auf dem ABI 377 Sequenzierer typisierten und angepassten Allelen der 20
Individuen zusétzliche Individuen auf dem Kapillarsequenzierer 3130 Genetic
Analyser typisiert. Aufgrund des Vergleiches aller an den Loci vorkommenden
AllelgréRen konnte der Hapke (2005) Mikrosatellitendatensatz an den 3130-
Datensatz angepasst werden. Bei den restlichen Loci konnten die fur den ABI 377-
Datensatz erarbeiteten Anpassungsregeln nicht angewendet werden. Bei diesen Loci
wurden die 20 von Gligor (2006) verwendeten DNA-Proben und eine Vielzahl
weiterer DNA-Proben von Hapke (2005) auf dem Kapillarsequenzierer 3130 Genetic

Analyser neu typisiert. Das Ziel dieser Strategie lag darin, alle bei diesen Loci
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vorkommenden Allele mehrfach zu typisieren, um eine Anpassung zwischen den
Sequenziersystemen ,Li-COR* und Kapillarsequenzierer 3130 Genetic Analyser zu
erreichen. Diese Anpassungsregeln dienten der Angleichung des Mikrosatelliten-

Datensatzes von Hapke (2005).

2.8.3.3 Allelanzahl und Anzahl privater Allele

Fur beide Schwerpunktanalysen mit dem Teil- bzw. Gesamtdatensatz wurde die
Anzahl der tatséchlich beobachteten Allele fir jede Population mit dem Programm
FSTAT v. 2.9.3.2 (Goudet 2002) ermittelt.

In einer weiteren Analyse mit FSTAT wurde die erwartete Anzahl der Allele ,allelic
richness* berechnet, die ein Schatzmald fur die allelische Variabilitét und
unabhangig von der Stichprobengréf3e ist. Diese Analyse wurde mit beiden
Datensatzen nach der gleichen Methode durchgefuhrt. Dabei wurde die erwartete
Allelzahl innerhalb von sechs Individuen (n=6) fur die oben genannten Populationen
berechnet.

Mit den Mikrosatellitendaten des Gesamtdatensatzes wurde eine zweite Analyse
durchgeftuihrt. Dabei wurden die ,allelic richness” Werte fiir die Populationengruppen
der drei Vegetationstypen Dornbusch, Ubergangswald und Kiistenwald ermittelt. In
die Gruppe des Dornbuschgebietes wurden die Individuen der Populationen Mv, Be,
Amp, Elo, Ars, Akd und Arv zusammengefasst. Die Populationen Ita, Amb, Ant, Ari,
And, Ako, Voh, Ank, und Anj wurden der Ubergangswaldgruppe zugeordnet und die
Populationen Pe und M0O1- M20 der Kistenwaldgruppe. Die Ermittlung der ,allelic
richness" Werte flir die drei Vegetationstypen basierte auf einer StichprobengréiRe
von n=118.

Als private Allele bezeichnet man Allele, die ausschliel3lich in einer Population
vorkommen. Das Vorkommen und die Anzahl privater Allele fur alle untersuchten
Populationen wurden mit dem Programm GENALEX v. 6.2 (Peakall & Smouse 2005)

bestimmt. Diese Analyse wurde nur mit dem Gesamtdatensatz durchgefihrt.

2.8.3.4 Tests auf Abweichung vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht und auf
Kopplungsungleichgewicht

Die folgenden Analysen mit dem Programm FSTAT v. 2.9.3.2 (Goudet 2002) wurden
fur den Teil- und Gesamtdatensatz mit der gleichen Methodik durchgefiihrt. Die
Tests auf Hardy-Weinberg Gleichgewicht wurden fir einzelne Loci und tber alle

Loci innerhalb von Populationen mit 24300 Randomisierungen fir den
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Gesamtdatensatz und mit 7200 Randomisierungen fur den Teildatensatz
durchgefuhrt. Beim Test auf Hardy-Weinberg Gleichgewicht fir einzelne Loci
innerhalb von Populationen wurden Allele zwischen Individuen innerhalb von
Populationen randomisiert. Der Test Uber alle Loci innerhalb von Populationen wurde
ebenfalls nach dem in FSTAT v. 2.9.3.2 (Goudet 2002) implementierten Verfahren
durchgefuhrt. FUr den Test auf Heterozygotentberschuss oder -defizit wurde der
Fis-Wert als Messgréf3e eingesetzt.

Der Test auf Kopplungsungleichgewicht wurde fur beide in dieser Arbeit
verwendeten Datensatze mit dem im Programm GENETIX v. 4.05.2 (Belkhir et al.
2004) implementierten Testverfahren von Black & Krafsur (1985) durchgefihrt. Dabei
wurde das Kopplungsungleichgewicht zwischen allen Locus-Paaren innerhalb jeder
Population getestet. Im Teildatensatz wurde das nominale Signifikanzniveau durch
eine strikte Bonferroni-Korrektur korrigiert. Im Gesamtdatensatz wurde das nominale
Signifikanzniveau fir multiples Testen nach dem Benjamini und Hochberg

Fehlerkontrollkriterium ,False Discovery Rate" (1995) korrigiert.

2.8.3.5 Mantel-Tests

Um die Beziehung zwischen geographischen und 6kologischen Parametern und der
genetischen Populationsstruktur im Teil- und Geamtdatensatz zu untersuchen,
wurden einfache Mantel-Tests und partielle Mantel-Tests (Mantel 1967) mit 1000
Permutationen (R-PACKAGE v. 4.0 Casgrain & Legendre 2001) durchgefihrt. Der
einfache Mantel-Test wird verwendet, um den Grad und die Signifikanz einer
Korrelation zwischen zwei Distanzmatrizes zu testen. In der vorliegenden Arbeit
wurde die einfache Mantel-Korrelation zwischen genetischen und geographischen
Distanzen fur Tests auf ,isolation by distance” eingesetzt. Bei partiellen Mantel-
Tests wird die Korrelation zwischen zwei Distanzmatrizes unter Kontrolle einer
Dritten getestet. Hierbei wurden der Grad und die Signifikanz der Korrelation
zwischen genetischen Distanzen und Vegetationstypunterschieden unter Kontrolle
der geographischen Distanz und die Korrelation zwischen genetischen und
geographischen Distanzen unter Kontrolle des Vegetationstypunterschiedes getestet.
Im Folgenden wird die Berechnung der drei verwendeten Matrizes beschrieben.

Auf Grundlage der Alleldaten der neun Mikrosatellitenloci wurde das paarweise
genetische Distanzmald zwischen den untersuchten Populationen errechnet. Als
genetisches Distanzmal3 wurde der linearisierte Fst (Fst /1-Fst) hach Rousset (1997)
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errechnet. Die Fsr-Werte wurden mit dem Programm FSTAT v. 2.9.3.2 (Goudet 2002)
ermittelt und in manueller Berechnung linearisiert. Der linearisierte Fst wurde als
genetische Distanz fur die Tests auf ,isolation by distance” und fir partielle Mantel-
Tests eingesetzt.

Als geographische Distanz zwischen den Zentren der einzelnen Untersuchungsorte
wurde die Luftlinienentfernung gemessen. Zur Ermittlung der geographischen
Distanzen wurden Satellitenbilder von GoOOGLE EARTH 4.3 verwendet. Die
geographische Distanz wurde flr die Tests auf ,isolation by distance” und fur partielle
Mantel-Tests verwendet.

Fur die Vegetationstyp-Matrix wurden die untersuchten Populationen anhand von
topographischen Karten (F.T.M., 196l1a, 1961b, 1979, 1990, 1991) den drei
verschiedenen Vegetationstypen feuchter Kistenwald, Ubergangswald und
Dornbusch zugeordnet. In dieser Datenmatrix erhielten alle
Populationskombinationen der gleichen Vegetationszone den Wert 0, alle
Populationskombinationen  Ubergangswald-Dornbusch  und  Ubergangswald-
Kistenwald den Wert 0,5 und alle Kombinationen zwischen Dornbusch und
Kistenwald den Wert 1. Die Vegetationstypen-Matrix wurde in partiellen Mantel-
Tests eingesetzt.

2.8.3.6 Hauptkoordinaten- und Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkoordinatenanalyse (principal coordinates analysis, PCoA) und die
Hauptkomponentenanalyse (principal components analysis, PCA) wurden
ausschlieBlich in der zweiten Schwerpunktanalyse mit dem Gesamtdatensatz
durchgefuhrt.

Die PCoA wurde mit dem Programm GENALEX v. 6.2 (Peakall & Smouse 2005) auf
Basis der Alleldaten der neun Mikrosatellitenloci durchgefiihrt. Untersucht wurden
alle in dieser Arbeit verwendeten Populationen. Als paarweise genetische Distanz
zwischen Populationen wurde Nei's standard genetic distance Nei's D (Nei 1972) mit
dem Programm GENALEX berechnet. Die genetische Distanz Nei's D wurde
basierend auf den Arbeiten von Hendrick (1999) und Grant et al. (2005) ausgewahlt.
Mittels PCoA wurde jede untersuchte Population anhand eines errechneten
Eigenvektors in einem dreidimensionalen Diagramm dargestellt. Visualisiert wurde
die Position jeder Population fir die ersten drei Dimensionen mit dem Programm
SIGMAPLOT v. 8.0 (SPSS, Inc.).
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Mit der Software PCAGEN v. 2.1 (Goudet 1999) wurde auf Grundlage der
Allelfrequenzen der Mikrosatellitendaten aller Populationen eine PCA durchgefihrt.
Mit dem Programm SiGMAPLOT wurden die Ergebnisse der PCA in einem
dreidimensionalen Diagramm dargestellt. Visualisiert wurde die Position jeder
Population fur die ersten drei Hauptkomponenten. Die Hauptkomponentenanalyse
als statistisches Verfahren zur Vereinfachung und graphischen Darstellung

multivariater Datensatze wird in Kapitel 2.8.1 detailliert beschrieben.

2.8.3.7 Philopatrie und Emigration bei Microcebus griseorufus

Der Prozess des ,sex-biased dispersal®, bei dem die Individuen des einen
Geschlechts aus der Natalgruppe emigrieren und die Individuen des anderen
Geschlechts in der Natalgruppe bleiben (philopatrisches Geschlecht), wurde bei der
Art Microcebus griseorufus analysiert. Bei der Art Microcebus murinus konnte bereits
in verschiedenen Studien weibliche Philopatrie und ,male-biased dispersal®
festgestellt werden (Radespiel et al. 2001b, Wimmer et al. 2002, Radespiel et al.
2003, Fredsted et al. 2004).

Fur den Test auf ,sex-biased dispersal‘ bei Microcebus griseorufus wurde das
Programm FSTAT v. 2.9.3.2 Goudet (2002) verwendet. Dabei wurde, auf Grundlage
der Alleldaten der biparental vererbten Mikrosatellitenloci, der mean Assignment-
Index (meanAlc) fur die Weibchen und Mannchen der sechs Microcebus griseorufus
Populationen Ani, Elo, Ars, Arv, Akd und Tsi aus dem Gesamtdatensatz berechnet.
Um die Signifikanz der beobachteten Unterschiede zwischen Méannchen und
Weibchen zu prufen, wurde der Test mit 1000 Randomisierungen durchgeftihrt. Die
Population Tsi wurde hier zusatzlich verwendet und diente der Vergrof3erung der
Stichprobe. Die Mikrosatellitendaten der 28 Individuen dieser Population wurden nur
fur den Test auf ,sex- biased dispersal” verwendet.

Ausgeschlossen wurden alle beprobten Jungtiere und alle Individuen, deren
Geschlecht nicht bekannt war. Lokale Microcebus griseorufus-Stichproben, deren
Weibchen- und Mannchenanteil nicht ausgeglichen war, wurden ebenfalls

ausgeschlossen.

2.8.3.8 Bayes’sche Clusteranalysen
Fur die Populationsstrukturanalyse wurden die in den Programmen STRUCTURE V.
2.1 (Pritchard et al. 2000) und NEwHYBRIDS v. 1.0 (Anderson & Thompson 2002)

implementierten Bayes'schen Clusterverfahren eingesetzt. Das Bayes’sche
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Clusterverfahren mit STRUCTURE wurde im Teil- und Gesamtdatensatz nach der
gleichen Methode und mit den gleichen Programmeinstellungen durchgefihrt. Die
Bayes’sche Populationsstrukturanalyse mit dem Programm NeEwHYBRIDS wurde nur
mit dem Gesamtdatensatz durchgefihrt.

Auf Grundlage hochpolymorpher Mikrosatelliten sind beide Bayes’schen Verfahren in
der Lage Hybridisierung oder Hybridindividuen zweier in Kontakt stehender Arten zu
identifizieren. Beide Verfahren verwenden unterschiedliche methodische Ansétze.
Das im Programm STRUCTURE implementierte Bayes’'sche Verfahren von Pritchard et
al. (2000) ordnet die Individuen auf Basis von Mikrosatelliten- Allelfrequenzen in eine
vordefinierte Anzahl von Clustern (K). Die untersuchten Individuen werden anhand
von Wahrscheinlichkeiten zu einem Cluster, oder im Fall einer gemischten
Abstammung, zu mehreren Clustern zugeordnet. Das von Anderson & Thompson
(2002) entwickelte und in NewHYBRIDS implementierte Verfahren errechnet die
Wahrscheinlichkeit mit der ein Individuum entweder einer bestimmten Hybridklasse
oder einer reinerbigen Klasse angehart.

Fur die Strukturanalyse mit STRUCTURE wird zunachst die angemessene Anzahl an
Clustern (K) abgeschatzt. Dabei berechnet das Programm STRUCTURE die
Wabhrscheinlichkeit fur unterschiedliche Werte von K. Weist der zu untersuchende
Datensatz eine hierarchische Strukturierung auf (Evanno et al. 2005), so entspricht
das von STRUCTURE mit hdchster Wahrscheinlichkeit errechnete K nicht immer der
biologisch sinnvollsten Anzahl an Clustern. Der in dieser Arbeit untersuchte Teil- und
Gesamtdatensatz weist eine derartige hierarchische Struktur auf mit jeweils
mehreren lokalen Populationen auf einer ersten Ebene und beiden untersuchten
Arten Microcebus murinus und M. griseorufus und den Hybridindividuen dieser Arten
auf einer zweiten Ebene. Um die fur beide Datensatze sinnvolle Anzahl an Clustern
zu bestimmen, wurde eine von Evanno et al. (2005) entwickelte Methode verwendet.
In dieser Simulationsstudie wurde das Bayes’'sche Clustern von Individuen mit dem
Programm STRUCTURE fur unterschiedliche hierarchisch strukturierte Datensétze,
unter anderem den Datensatz einer Kontaktzone, getestet. Die von Evanno et al.
(2005) entwickelte Methode basiert auf einer ad hoc Statistik A K, die es ermoglicht
die Anzahl an Clustern, die der zuoberst liegenden Struktur entspricht, zu ermitteln.
Die Analyse fir die in dieser Arbeit untersuchten Datensatze wurde mit den
Einstellungen ,admixture ancestry model“, ,independent allele frequency model* und

ohne ,prior population information* durchgefihrt. Des Weiteren wurde der
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Allelfrequenzparameter lambda auf eins fixiert. Der ,uniform value* fir den
Modellparameter alpha wurde vom Programm STRUCTURE ermittelt. Fir die Werte
von K=1 bis K=10 wurden jeweils 10 unabhangige Laufe tber 50.000 Generationen
durchgeflhrt, wobei die ersten 10.000 Generationen als ,Burn-in“ verworfen wurden.
Um die optimale Anzahl an Clustern (K) zu ermitteln, wurde die oben beschriebene
Statistik A K nach Evanno et al. (2005) eingesetzt. Die Ergebnisse aller Laufe mit den
dazugehdrigen K-Werten wurden in Excel (Microsoft) zusammengefasst und
ausgewertet.

Fur die ermittelte optimale Clusteranzahl (K) wurden alle 10 L&ufe mit dem
Programm CrLumpp v. 1.1.1 (Jakobsson & Rosenberg 2007) ausgewertet. Dabei
wurden die durchschnittichen ,membership coefficients* fir jedes untersuchte
Individuum mit Hilfe des ,full search*-Algorithmus errechnet. Die von CLumpp 1.1.1
ermittelten ,membership coefficients® wurden in EXCEL (Microsoft Office 2003)
Balkendiagrammen visualisiert.

Das im Programm NewHYBRIDS v. 1.0 (Anderson & Thompson 2002) implementierte
Verfahren von Anderson & Thompson (2002) zielt im Speziellen auf die direkte
Identifikation von Hybrid-Individuen zwischen Arten. Bei dieser Methode wird jedes
untersuchte Individuum anhand errechneter posteriorer Wahrscheinlichkeiten zu
sechs Klassen von Genotypfrequenzen zugeordnet: die zwei reinerbigen Klassen
(Pure | & Pure Il), die F1-Hybrid-Klasse (F1), die F,-Hybrid-Klasse (F2) und die beiden
Ruckkreuzer-Klassen (Backcross | & Backcross Il). Bei der Strukturanalyse mit
NEwHYBRIDS wurden die Mikrosatellitendaten des Gesamtdatensatzes eingesetzt.
Als Genotypfrequenz-Klassen wurden die von Anderson & Thompson (2002)
beschriebenen sechs Klassen verwendet. Die Analyse wurde mit ,uninformative
prior* (Jeffrey’s-like prior) fur die Allelfrequenzen und fir die ,admixture distribution®
durchgefuhrt. Die Ergebnisse basieren auf 1.000.000 Markov chain Monte Carlo
(MCMC) Durchlaufen mit 100.000 ,Burn-in“ Durchlaufen. Dabei wurden die fir jedes
Individuum errechneten posterioren Wahrscheinlichkeiten in EXCEL ausgewertet und

in Balkendiagrammen visualisiert.

2.8.3.9 Assignment-Tests

Die Assignment-Tests mit dem Teil- und Gesamtdatensatz wurden mit Hilfe des
Programms GENECLASS 2 v. 2.0 (Piry et al. 2004) durchgefuhrt. Auf Grundlage von

Allelfrequenzen der neun Mikrosatellitenloci wurden die untersuchten Individuen der
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Ubergangswaldzone, der angrenzenden Dornbuschzone und der Kistenwalder mit
zwei Referenzpopulationen der Arten Microcebus murinus und M. griseorufus
verglichen. Die beiden Referenzpopulationen wurden aus dem jeweiligen Kerngebiet
der beiden Arten ausgewahlt.

Ein Unterschied zwischen der ersten Schwerpunktanalyse mit dem Teildatensatz und
der zweiten Schwerpunktanalyse mit dem Gesamtdatensatz lag in der Auswahl der
Referenzpopulation der Dornbuschzone. In den mit dem Teildatensatz
durchgefuihrten Assignment-Tests wurde die Population Mv als Microcebus
griseorufus-Referenzpopulation  eingesetzt.  Durch  die  Beprobung des
Dornbuschstandortes Ani im Rahmen der Feldperioden 2006-2008 konnte diese
stichprobenstarke Population als Microcebus griseorufus-Referenzpopulation fur die
Assignment-Tests mit dem  Gesamtdatensatz  verwendet werden. Im
Gesamtdatensatz wurde die Population Mv als zuzuordnende Population verwendet.
Als M. murinus- Referenzpopulation wurde in beiden Schwerpunktanalysen die
Kistenwaldpopulation M 16 bestimmt.

Fur die Assignment-Tests wurde die im Programm GENECLASS 2 implementierte
Bayes'sche Methode nach Rannala & Mountain (1997) verwendet. In diesem
Bayes'schen Verfahren werden auf der Grundlage von Allelfrequenzen relative
»-assignment-scores” der untersuchten Individuen Zu den beiden
Referenzpopulationen errechnet. Die von GENECLASS 2 errechneten relativen
»-assignment-scores” jedes Individuums wurden in EXCEL (Microsoft Office 2003)
nach Populationszugehoérigkeit und Artzuweisung sortiert und ausgewertet.
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3 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die mit dem Teil- und Gesamtdatensatz erzielten
Ergebnisse der ersten und zweiten Schwerpunktanalyse vorgestellt. Die auf
Grundlage morphometrischer Daten ermittelten Ergebnisse sind in Kapitel 3.1
dargestellt. In Kapitel 3.2 werden die mit Sequenzdaten der HVR 1 erzielten
Resultate prasentiert. Die Ergebnisse der Mikrosatelliten-Analysen werden in Kapitel
3.3 beschrieben. Die Ergebnisse beider Schwerpunktanalysen werden im jeweiligen

Kapitel gemeinsam vorgestellt.
3.1 Analyse der morphometrischen Daten

3.1.1 Einfihrung

In den  folgenden  zwei Kapiteln  werden  die Ergebnisse  der
Hauptkomponentenanalyse (PCA) (Kapitel 3.1.2) und der Diskriminanzanalyse
(Kapitel 3.1.3) auf Grundlage morphometrischer Daten beschrieben. Die Ergebnisse
zeigen in beiden durchgefihrten Schwerpunktanalysen annahernd gleiche
Verteilungsmuster. Aufgrund der unterschiedlichen Anzahl eingesetzter Daten
unterscheiden sich die Ergebnisse beider Arbeiten jedoch vor allem in den jeweils
errechneten Werten, wie z.B. im Kaiser-Meyer-Olkin Mal3 fir die Eignung der
Stichproben. Daher werden die mit dem Teil- bzw. Gesamtdatensatz ermittelten

Ergebnisse in jeweils getrennten Abschnitten dargestellt.
3.1.2 Hauptkomponentenanalyse (PCA)

3.1.2.1 PCA-Teildatensatz

In einer ersten mit dem Teildatensatz durchgefihrten PCA wurden alle acht
morphometrischen Parameter eingesetzt. Die Parameter mit einem Kaiser-Meyer-
Olkin Mal3 unter 0,5 wurden von der folgenden PCA ausgeschlossen. Die
ausgeschlossenen morphometrischen Parameter waren die Ohrlange (OL) und die
FuRRlange (FL).

In der zweiten PCA mit den restlichen sechs Parametern wurden zwei Komponenten
mit Eigenwerten grol3er als eins extrahiert, welche jeweils 50,8 % und 18,4 % der
Gesamtvarianz erklarten. Das Kaiser-Meyer-Olkin Mal3 fir die Eignung der

Stichproben betrug insgesamt 0,774. In Tabelle 19 ist zu erkennen, dass die
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Parameter KB, KL, G und KRL positiv und die SL und die OB negativ auf die erste
Komponente laden. Die OB und die SL laden positiv und am starksten auf die zweite

Komponente.

Tabelle 19: Komponentenmatrix der PCA

Komponente
1 2
SL -0,529 0,632
KRL 0,659 0,068
KL 0,844 0,155
KB 0,886 0,232
OB -0,461 0,705
G 0,793 0,350

Kurzel: SL: Schwanzlange, KRL: Kopf-Rumpflange, KL: Kopflange,
KB: Kopfbreite, OB: Ohrbreite, G: Gewicht.

In Abbildung 8 sind die Ergebnisse der PCA fiur die ersten beiden Komponenten
dargestellt. Die hier erzielten Ergebnisse zeigen das gleiche Muster wie die PCA der
ersten beiden Komponenten des Gesamtdatensatzes (s. Abbildung 9). Die ersten
beiden Komponenten trennen die Individuen der Dornbusch- und Kiustenwaldzone.
Die Individuen der Ubergangswaldpopulationen zeigen insgesamt eine intermediare
Position zwischen und teilweise Uberlappend mit den Individuen der Dornbusch- und

Kistenwaldzone.
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Abbildung 8: PCA-Teildatensatz (Erste und zweite Komponente)

Dargestellt ist die PCA der ersten beiden Komponenten auf Grundlage der sechs
morphometrischen Parameter SL, KRL, KL, KB, OB und G. (erklarte Varianz: Komponente 1:
50,8 %, Komponente 2: 18,4 %).
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3.1.2.2 PCA-Gesamtdatensatz

In der PCA des Gesamtdatensatzes wurden drei Komponenten mit Eigenwerten
grol3er als eins extrahiert. Durch diese wurden 69,69 % der Gesamtvarianz erklart,
wobei auf die erste Komponente 30,87 %, auf die zweite 25,93 % und auf die dritte
12,89 % der Gesamtvarianz entfielen. Das fur die Eignung der Stichproben
verwendete Mald nach Kaiser-Meyer-Olkin betrug 0,645. Die Komponentenmatrix (s.
Tabelle 20) stellt die Ladungen der morphometrischen Parameter auf die
Komponenten dar. In Tabelle 20 ist zu erkennen, dass alle Parameter positiv auf die
erste Komponente laden. Die Parameter KL, KB und G laden am starksten auf die
erste Komponente und gleichzeitig schwacher auf die zweite und dritte Komponente.
Die vier Parameter KRL, KL, KB und G laden negativ auf die zweite Komponente. SL
und OB laden am starksten auf die zweite Komponente und FL am starksten auf die

dritte Komponente.

Tabelle 20: Komponentenmatrix der PCA

Komponente
1 2 3
SL 0,180 0,795 0,364
KRL 0,387 -0,507 0,057
KL 0,792 -0,353 -0,011
KB 0,718 -0,359 -0,146
FL 0,501 0,455 0,594
oL 0,370 0,549 -0,602
OB 0,413 0,637 -0,374
G 0,765 -0,135 0,138

Kirzel: SL: Schwanzlange, KRL: Kopf-Rumpflange, KL: Kopflange, KB: Kopfbreite, FL:
FuRlange, OL: Ohrlange, OB: Ohrbreite, G: Gewicht.

In Abbildung 9 und 10 sind die Ergebnisse der PCA fir die ersten drei Komponenten
dargestellt. Die ersten beiden Komponenten trennen die Individuen der Dornbusch-
und Kistenwaldzone. Die Individuen der Ubergangswaldpopulationen zeigen
insgesamt eine intermediare Position zwischen den Individuen der Dornbusch- und
Kistenwaldzone. Zum Teil Gberlappen Individuen des Ubergangswaldes mit denen
der anderen beiden Vegetationstypen. Zwei Individuen der Dornbuschpopulation
Akd, M533 und M538, zeigen auf Grundlage der acht morphometrischen Parameter
eine Position innerhalb der Ubergangswaldindividuen und im naheren Umfeld der
Individuen der Kustenwaldzone. Diese Individuen werden auf Basis der
mitochondrialen HVR 1 der Art Microcebus murinus zugeordnet und anhand der
Mikrosatelliten-Alleldaten der Art M. griseorufus (s. Kapitel 3.2.3 & Kapitel 3.3).
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Abbildung 9: PCA-Gesamtdatensatz (Erste und zweite Komponente)

Dargestellt ist die PCA der ersten beiden Komponenten auf Grundlage der acht

morphometrischen Parameter SL, KRL, KL, KB, FL, OL, OB und G. (erklarte Varianz:
Komponente 1: 30,87 %, Komponente 2: 25,93 %).

Komponente 3 (12,89%)

" -1
Ubergangswald Kompon - -3
O Dornbusch e 2 (25,939; ) e

A Kiistenwald

Abbildung 10: PCA-Gesamtdatensatz (drei Komponenten)

Dargestellt ist die PCA der ersten drei Komponenten auf Grundlage der acht
morphometrischen Parameter SL, KRL, KL, KB, FL, OL, OB und G. (erklarte Varianz:
Komponente 1: 30,87 %, Komponente 2: 25,93 %, Komponente 3: 12,89 %)
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Funktion 2 (5,6 %)

Ergebnisse

3.1.3 Diskriminanzanalyse

3.1.3.1 Diskriminanzanalyse-Teildatensatz

Die erste Diskriminanzanalyse mit dem Teildatensatz wurde mit den vier
morphometrischen Parametern SL, KL, G und KRL durchgefuhrt (s. Tabelle 44-47,
Anhang, S. 173). Alle drei Individuengruppen aus der Dornbuschzone, der
Ubergangswaldzone und den Kiistenwaldern waren im paarweisen Vergleich auf
Basis der Mahalanobis-Distanz untereinander signifikant unterschiedlich. Dieses
Ergebnis wurde auch in der Diskriminanzanalyse mit dem Gesamtdatensatz
festgestellt (s. Kapitel 3.1.3.2). Die erste und zweite Diskriminanzfunktion (s. Tabelle
44, S. 172) haben Eigenwerte von 7,031 und 0,415 und erklaren 94,4 % bzw. 5,6 %
der Gesamtvarianz. Beide Diskriminanzfunktionen sind signifikant mit einem Wilks®
Lambda-Wert von 0,088 und einem P< 0,001 fur die Funktionen eins bis zwei und
von 0,707 und einem P< 0,001 fir die Funktion zwei. Insgesamt wurden 88,7 % der
Individuen korrekt Kklassifiziert. Funf Individuen der Kistenwalder wurden der
Ubergangswaldzone zugeordnet, zwei Individuen der Ubergangswalder zu den
Kistenwéldern und ein Individuum zur Dornbuschzone. In Abbildung 11 ist die
Diskriminanzanalyse mit den drei untersuchten Gruppen fur den Teildatensatz der
ersten Schwerpunktanalyse visualisiert. Das Verteilungsmuster der Individuen der
drei Gruppen ist vergleichbar mit dem im Gesamtdatensatz der zweiten

Schwerpunktanalyse beobachteten Muster (s. Abbildung 12, S. 62)

Abbildung 11: Diskriminanzanalyse-

Teildatensatz (drei Gruppen)

AO Dargestellt ist die Diskriminanzanalyse
0 A A der beiden Diskriminanzfunktionen auf
B A Grundlage der vier morphometrischen
%@ O Parameter SL, KL, G & KRL fir die drei
O .
H g O% 0 A Grupper!. Dornbusch, U"bergangs_vvald
m o OCD AOAQ oY und Kistenwald. (erklarte Varianz:
T t Aﬂ— A Diskriminanzfunktion 1: 94,4 %,
u A “A Diskriminanzfunktion 2: 5,6 %)
A
B Dombusch
A Kostenwald

O Ubergangswald

T T T T
B i B
Funktion 1 (94,4 %)
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In der zweiten Diskriminanzanalyse wurden die Individuen der Ubergangswaldzone
als a priori unklassifiziert definiert. Die Ergebnisse dieser Diskriminanzanalyse (s.
Tabelle 48-51, Anhang, S. 174) zeigen, dass acht Individuen der
Ubergangswaldzone zur Gruppe der Dornbuschzone zugeordnet werden und weitere
17 zur Kustenwaldgruppe. Alle Individuen der Dornbusch- bzw. Kistenwaldgruppe
wurden korrekt klassifiziert.

3.1.3.2 Diskriminanzanalyse-Gesamtdatensatz

In die erste Diskriminanzanalyse, mit den drei vordefinierten Gruppen Dornbusch,
Ubergangswald und Kistenwald, wurden die finf morphometrischen Parameter SL,
KL, OL, KRL und KB einbezogen (s. Abbildung 12 & Tabelle 21-24). Die in den
Tabellen 21-24 aufgefuhrten Ergebnisse der paarweisen Gruppenvergleiche
basierend auf der Mahalanobis-Distanz zeigen, dass die drei Gruppen signifikant
unterschiedlich sind. In Abbildung 12 ist die Diskriminanzanalyse mit den drei
untersuchten Gruppen visualisiert. Die beiden Diskriminanzfunktionen (s. Tabelle 21)
haben Eigenwerte von 3,027 und 0,396 und erklaren 88,4 % bzw. 11,6 % der
Gesamtvarianz. Beide Diskriminanzfunktionen sind signifikant mit einem Wilks
Lambda-Wert von 0,178 und einem P< 0,001 fur die Funktionen eins bis zwei und
von 0,716 und einem P< 0,001 fur die Funktion zwei. In der ersten
Diskriminanzanalyse wurden 89,28 % der Individuen korrekt klassifiziert. Insgesamt
wurden vier Individuen der Dornbuschgruppe und ein Individuum der
Klstenwaldgruppe zur Ubergangswaldgruppe zugeordnet. Von den 172 Individuen
der Ubergangswaldgruppe wurden 20 zur Kistenwaldgruppe und sieben zur
Dornbuschgruppe zugeordnet. Diese mit dem Gesamtdatensatz erzielten Ergebnisse
untermauern und verstarken die mit dem Teildatensatz festgestellten Ergebnisse der

ersten Diskriminanzanalyse.

Tabelle 21: Eigenwerte der ersten Diskriminanzanalyse mit drei Gruppen

Funktion  Eigenwert % der Varianz  Kumulierte % Kanonische Korrelation

1 3,027 88,4 88,4 0,867

2 0,396 11,6 100 0,532
Die ersten 2 kanonischen Diskriminanzfunktionen wurden in dieser Analyse verwendet.
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Tabelle 22: Wilks™ Lambda der ersten Diskriminanzanalyse mit drei Gruppen

Test der Funktion(en) Wilks-Lambda Chi-Quadrat df Signifikanz
1 bis 2 0,178 473,055 10 0,000
2 0,716 91,357 4 0,000

Tabelle 23: Standardisierte kanonische Diskriminanzfunktionskoeffizienten

Funktion
1 2
SL 0,943 0,168
KRL 0,040 -0,561
KL -0,789 0,241
KB -0,244 0,481
OL 0,068 0,533

Aufgelistet sind die standardisierten kanonischen Diskriminanzfunktionskoeffizienten der
ersten Diskriminanzanalyse mit drei Gruppen. Kirzel: SL: Schwanzlange, KRL: Kopf-
Rumpflange, KL: Kopflange, KB: Kopfbreite, OL: Ohrlange.

Tabelle 24: Struktur-Matrix der ersten Diskriminanzanalyse mit drei Gruppen

Funktion
1 2

SL 0,579 0,476
KL -0,472 0,431
oL 0,104 0,627
KB -0,343 0,561
oB? 0,156 0,420
KRL -0,225 -0,378

G? -0,098 0,269
FL® 0,056 0,208

% Diese Variablen wurden in der Analyse nicht verwendet. Kiirzel: SL: Schwanzlange, KRL:
Kopf-Rumpflange, KL: Kopflange, KB: Kopfbreite, FL: FuBlange, OL: Ohrlange, OB:
Ohrbreite, G: Gewicht.
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Abbildung 12: Diskriminanzanalyse-Gesamtdatensatz (drei Gruppen)

Dargestellt ist die Diskriminanzanalyse der beiden Diskriminanzfunktionen auf Grundlage der
funf morphometrischen Parameter SL, KL, OL, KRL und KB fir die drei Gruppen Dornbusch,
Ubergangswald und Kiistenwald. (erklarte Varianz: Diskriminanzfunktion 1: 88,4 %,
Diskriminanzfunktion 2: 11,6 %)

Bei der zweiten Diskriminanzanalyse wurde eine a priori Klassifizierung in zweli
Gruppen vorgenommen. Die Dornbuschindividuengruppe und die Kistenwaldgruppe
wurden als Lernstichproben eingesetzt, wahrend die Individuen der
Ubergangswaldzone unklassifiziert blieben. Die Ergebnisse der zweiten
Diskriminanzanalyse sind in Tabelle 25-28 dargestellt. Von den insgesamt 172
Individuen der Ubergangswaldzone wurden 128 zur Kiustenwaldgruppe und 44 zur
Dornbuschgruppe zugeordnet. Alle Individuen des Kistenwaldes und 68 Individuen
der Dornbuschzone wurden der eigenen Gruppe zugeordnet. Die mit dem Gesamt-
und Teildatensatz festgestellten Ergebnisse der zweiten Diskriminanzanalyse zeigen
insgesamt die gleiche Tendenz. Im Gegensatz zum Teildatensatz wurden im
Gesamtdatensatz nicht alle Individuen der Dornbuschgruppe korrekt klassifiziert. Ein
Individuum der Dornbuschpopulation Akd (M533) wurde der Kustenwaldzone
zugeordnet. Dieses Individuum wird auf Grundlage des mitochondrialen Haplotyps

der im Kiustenwald vorkommenden Microcebus-Art M. murinus zugeordnet und auf
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Grundlage der Alleldaten der neun Mikrosatellitenloci der Art M. griseorufus (s.
Kapitel 3.2.3 & Kapitel 3.3).

Tabelle 25: Eigenwerte der zweiten Diskriminanzanalyse mit zwei Gruppen

Funktion  Eigenwert % der Varianz  Kumulierte % Kanonische Korrelation

1 6,301 100 100 0,929
Die erste kanonische Diskriminanzfunktion wurde in dieser Analyse verwendet.

Tabelle 26: Wilks™ Lambda der zweiten Diskriminanzanalyse mit zwei Gruppen

Test der Funktion(en) Wilks-Lambda Chi-Quadrat df Signifikanz
1 0,137 206,750 2 0,000

Tabelle 27: Standardisierte kanonische Diskriminanzfunktionskoeffizienten

Funktion
1
SL 1,066
KL -0,920

Aufgelistet ist der standardisierte kanonische Diskriminanzfunktionskoeffizient der zweiten
Diskriminanzanalyse mit zwei Gruppen.

Tabelle 28: Struktur-Matrix der zweiten Diskriminanzanalyse mit zwei Gruppen

Funktion
1
SL 0,605
KL -0,386
oL® 0,119
KB? -0,293
oB? 0,121
KRL? -0,181
G® 0,023
FL® 0,067

% Diese Variablen wurden in der Analyse nicht verwendet. Kiirzel: SL: Schwanzlange, KRL:
Kopf-Rumpflange, KL: Kopflange, KB: Kopfbreite, FL: FuBlange, OL: Ohrlange, OB:
Ohrbreite, G: Gewicht.
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3.2 Analyse der mitochondrialen Hypervariablen Region |

3.2.1 Einfuhrung

In Kapitel 3.2.2 werden die in den untersuchten Populationen vorkommenden
Haplotypen beschrieben. Dabei werden die Ergebnisse der ersten
Schwerpunktanalyse des Teildatensatz und die der zweiten Schwerpunktanalyse des
Gesamtdatensatzes dargestellt. Da die Haplotypen der Populationen des
Teildatensatzes in den Gesamtdatensatz integriert sind, werden die Ergebnisse in
einer gemeinsamen Tabelle illustriert (s. Tabelle 29).

In Kapitel 3.2.3 werden die Ergebnisse der phylogenetischen Rekonstruktionen
besprochen. Da die phylogenetischen Rekonstruktionen mit dem Gesamtdatensatz
auch die Haplotypen des Teildatensatzes einbezogen und die mit beiden
Datensatzen erzielten Ergebnisse keine Unterschiede in den Baumtopologien
aufwiesen, werden nur die Baumrekonstruktionen des Gesamtdatensatzes
dargestellt. Die phylogenetischen Rekonstruktionen des Teildatensatzes werden in
der Publikation Gligor et al. (2009) detailliert besprochen.

In Kapitel 3.2.4 werden abschlieRend die raumliche Verteilung der mitochondrialen
HVR 1-Haplotypen der Kernzone des Untersuchungsgebietes und die geographische
Verteilung aller Haplotypen dargestellt.

3.2.2 Anzahl festgestellter Haplotypen im Teil- und Gesamtdatensatz

In den Populationen des Gesamtdatensatzes wurden insgesamt 64 HVR 1-
Haplotypen beobachtet. Die in den Populationen des Teildatensatzes Be, Mv, M01,
M16, Pe, Amp, Sak, Ank und Anj festgestellten 25 Haplotypen waren bereits aus den
Arbeiten von Hapke (2005) und Gligor (2006) bekannt und wurden fir die erste
Schwerpunktanalyse eingesetzt und publiziert (Genbank Accession Nr. DQ865140-
DQ865144, DQ865146-DQ865149, EU109650-EU109666). Die Sequenzen dieser
Haplotypen wurden fir die zweite Schwerpunktanalyse in den Gesamtdatensatz
integriert (s. Kapitel 2.8.2.2, S. 41). Zu diesem Gesamtdatensatz gehoren auch die
Haplotypen der 266 Individuen, die im Rahmen der Feldarbeiten dieser Doktorarbeit
beprobten wurden. Bei diesen Individuen konnten 39 neue Haplotypen festgestellt

werden. Diese sind in Tabelle 29 rot gekennzeichnet.
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Erste Schwerpunktanalyse-Teildatensatz

Innerhalb der ersten Schwerpunktanalyse mit dem Teildatensatz konnte festgestellt
werden, dass die meisten Haplotypen dieser neun Populationen private Haplotypen
sind. Die Ausnahme bilden der Haplotyp (av) aus den Populationen Ank und Sak und
der Haplotyp (b), der in den Populationen M01 und M16 beobachtet wurde (s.
Tabelle 29).

Zweite Schwerpunktanalyse-Gesamtdatensatz

Fur die Bestimmung der Haplotypen der in den Feldperioden 2006-2008 beprobten
Individuen der Gattung Microcebus wurde eine 377-bp lange Sequenz der
mitochondrialen HVR 1 verwendet. Bei den 266 beprobten Individuen wurden
insgesamt 47 Haplotypen beobachtet. Die StichprobengroRe lag zwischen sechs und
46 Individuen. Die Haplotypenanzahl in den einzelnen Populationen variierte
zwischen zwei und acht. Bei der Betrachtung des Gesamtdatensatzes wird
ersichtlich, dass ein Teil dieser Haplotypen bereits im Teildatensatz festgestellt
werden konnten. Dabei handelt es sich um die Haplotypen (au), (av), (aw), (ax), (ay),
(ba), (bb) und (e). Tabelle 29 verdeutlicht, dass von den 39 neuen Haplotypen 32
jeweils nur in einer Population auftreten, also private Haplotypen darstellen. Die am
haufigsten vorkommenden Haplotypen in der Kernzone des Untersuchungsgebietes
sind die Haplotypen (ba), (au) und (cf), wobei (au) und (cf) private Haplotypen
reprasentieren. Diese beiden mitochondrialen Haplotypen sind Uberdurchschnittlich
stark in ihren jeweiligen Ubergangswaldpopulationen Ank bzw. Voh vertreten. Die
Haufigkeit privater Haplotypen liegt zwischen eins und 34. Nur die in der Kernzone
des 0Ostlichen Dornbuschgebietes gelegene Population Ani weist ausschlief3lich
private Haplotypen auf. Der am haufigsten vorkommende Haplotyp (ba) wurde bei
insgesamt 44 Individuen in funf Populationen des Dornbuschgebietes und in einer
Ubergangswaldpopulation beobachtet. In Abbildung 13 wird die Anzahl festgestellter
Haplotypen der 2006-2008 beprobten Populationen graphisch dargestellt. Diese
Abbildung zeigt, dass kein direkter Zusammenhang zwischen der StichprobengrolRe
und der Anzahl festgestellter Haplotypen vorliegt. Zum Beispiel wurden in der
Population Voh mit der grof3ten Stichprobe (n=46) nur fiinf Haplotypen beobachtet.
Im Gegensatz dazu lag die Anzahl der beobachteten Haplotypen in der Population
And (n=14) bei acht. Diese Population weist zusammen mit der Population Ani die

meisten beobachteten Haplotypen auf.
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Hapoltypen-Anzahl

Ani Ita Akd Elo Arv Amb Ars And Ari Ant Ako Voh Ank
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Population

Abbildung 13: Anzahl der mitochondrialen Haplotypen

Dargestellt ist die Anzahl der beobachteten mitochondrialen Haplotypen in den 2006-2008
beprobten Populationen. n: Anzahl beprobter Individuen.
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Tabelle 29: Haplotypen-Haufigkeit im Gesamtdatensatz

V.l P Haplotyp

alag|al|au|av|aw|ax|ay|az| b |ba[bb|be|bf]|bg|bh| bi]bj|bk]|bl{bm|bn|bo|bp|bqg|br]|bs|bt|bu]bv]bw|bx]|by|bz| c|calcb|cc|cd]|ce|cf]cg]ch]ci]|cj|ck|cl|iem{en|cofcplcald]|e] flgll|m{nfofp|lulx]y
Ani 41214]15]1]14]1]3
Akd 3|1 213
Elo 141 1 111]1
Arv 7 411
Ars 13| 6 10 213
Be 6|2
Mv 1 1]1]2)1f1f1
Amp 6|4

Dornbusch

Amb 11 411
And 1 1 2 1 1{4]1f3
Ari 11 2 5 2 1
Ant 215 1 1]2[1]1
Ako 1 5
Voh 411[4]1 6
Sak 1
Ank 331 3[18] 3|1 1
Anj 12
Pe 1 10{30] 3| 4
MO1 8
M04 11
MO05 16
MO06 14
MO7 11
M13 20
M15] 12 12 1
M16] 9 19 14
M20 12 4
Y |21] 1 33]16[19] 6| 8] 12(123|44[12] 6| 1]14[ 1] 5[ 1] 3|3 10111611 f1)1af2]3[3])5f19)1f4)1|3])1f34)1|f4a]1|f4]2]4]5]1]4]1

Ubergangswald

Kustenwald

N lwlw| vkl Rl lolr]lolrloldviv]lo|lo|lw NI NI o|lw o s M

-
w
w

10136f 3[4f6f2]1]1]2]1]1]1

Dargestellt sind die Haufigkeiten der mitochondrialen HVR 1-Haplotypen in den Populationen des Gesamtdatensatzes. Pop.: Population; V.:
Vegetationszone; Y oben rechts: Anzahl beobachteter Haplotypen in den einzelnen Populationen; ) unten links:: Summe der Individuen mit einem
bestimmten Haplotyp; rote Haplotypbezeichnungen: Neu beobachtete Haplotypen der im Rahmen der Feldarbeiten dieser Doktorarbeit (2006-
2008) beprobt Individuen. schwarze Haplotypbezeichnungen: Bereits vor den Feldarbeiten 2006-2008 bekannte Haplotypen des Teildatensatzes.
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3.2.3 Phylogenetische Rekonstruktionen

Die phylogenetischen Rekonstruktionen wurden mit auf Maximum Likelihood (ML),
Maximum Parsimony (MP) und Bayes’scher Inferenz basierenden Algorithmen
erstellt. Als Innengruppe wurden die 64 HVR 1-Haplotypen des Gesamtdatensatzes
verwendet. Als Aulengruppe wurde eine HVR 1-Sequenz von Microcebus
ravelobensis eingesetzt (Yoder et al. 2000; Genbank Accession Nr. AF285455). Der
verwendete Haplotyp (l) aus der Dornbuschpopulation Be ist identisch mit einem von
Yoder et al. (2002) als Microcebus griseorufus beschriebenen Haplotyp (Genbank
Accession Nr. AY167077). Des Weiteren sind die beiden Haplotypen (b) und (c) aus
dem Kuistenwald M identisch mit zwei von Yoder et al. (2000) als Microcebus
murinus charakterisierten Haplotypen (Genbank Accession Nr. AF285488 und
AF285489). In den phylogenetischen Rekonstruktionen des Teil- und
Gesamtdatensates wurden diese Haplotypen als Referenzsequenzen eingesetzt.

Die phylogenetischen Rekonstruktionen mit dem ML-Algorithmus (s. Abbildung 14, S.
69), dem MP-Algorithmus (s. Abbildung 16, S. 71) und dem Bayes’schen Algorithmus
(s. Abbildung 15, S. 70) zeigen, abgesehen von kleineren Variationen in den internen
.subclades”, eine insgesamt sehr &hnliche Baumtopologie. In allen drei Topologien
ist eine Gliederung in zwei stark unterstiutzte Hauptclades, einen Microcebus murinus
und einen M. griseorufus clade, klar erkennbar. Diese Artzuordnung wird durch die
verwendeten Referenzhaplotypen unterstitzt. In der ML-Analyse werden die
Microcebus murinus und M. griseorufus clades mit ,quartet puzzling support values*
von 96 bzw. 97 gut unterstitzt. Die Bayes’'schen posterioren Wahrscheinlichkeiten
unterstitzen die beiden Hauptclades mit dem Wert 1,0, ebenso wie die bootstrap-
Werte der MP-Analyse mit Werten von 100 fur beide clades. In samtlichen
phylogenetischen Rekonstruktionen sind beide Hauptclades aus den gleichen
Haplotypen zusammengesetzt. Der Microcebus griseorufus clade enthalt fast
ausschliel3lich Haplotypen der Individuen der Dornbuschpopulationen Be, Mv, Ani,
Arv, Ars, Elo, Amp und Akd. Einzig der zu diesem clade gehoérende Haplotyp (ba) ist
bei einem Individuum der Ubergangswaldpopulation Ant beobachtet worden. Die
zum zweiten Hauptclade dem Microcebus murinus clade gehdrenden Haplotypen
sind bei Individuen aller Ubergangswaldpopulationen, bei Individuen der
Kistenwaldpopulationen M und Pe, aber auch bei Individuen der

Dornbuschpopulationen Ars, Elo und Akd vertreten.
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Abbildung 14: Maximum-Likelihood-Phylogenie (TREEPUZZLE)

Maximum-Likelihood Baumrekonstruktion der Arten M. murinus und M. griseorufus basierend
auf 377 bp Sequenzen der Hypervariablen Region I. Durchgefuhrt mit dem Programm
TREEPUZZLE 5.2 (HKY+G-Substitutionsmodell, 10.000 puzzling steps, Gamma-Shape-
Parameter o= 0.2121). Unterstiutzungswerte an den jeweiligen Knoten: Quartet puzzling
support values; fett: Haplotypbezeichnung; blau: M. murinus-Haplotyp; rot: M. griseorufus-
Haplotyp; *: Sequenzen von Hapke (2005); *: Sequenzen von Gligor (2006); Die Haplotypen
sind in Kleinbuchstaben dargestellt, gefolgt vom Populationskirzel und der H&aufigkeit der
Haplotypen in Klammern. Bei den Haplotypen von Hapke (2005) wurde auf die Angabe der
Haplotypenhaufigkeit verzichtet. Langenmalfistab: Substitutionen pro Position.

69



Ergebnisse

M. ravelobensis

1.00}0 o bh

o

o))

L%

2
snnioasib

rl: o 1|
i %o
SHULINW A

1.00 bu

—0.1

Abbildung 15: Phylogenie von Microcebus murinus & M. griseorufus (MRBAYES)

Phylogenetische Baumrekonstruktion der Arten M. murinus und M. griseorufus basierend auf
377 bp Sequenzen der Hypervariablen Region I. Durchgefiihrt mit dem Programm MRBAYES
v. 3.1 (Ronquist & Huelsenbeck 2003) (HKY+G- Substitutionsmodell, 4000000 Generationen,
30.000 post ,Burn-in samples”). Die Bayes’schen posterioren Wahrscheinlichkeiten sind an
den Knotenpunkten dargestellt. blau: M. murinus-Haplotyp; rot: M. griseorufus-Haplotyp; Die
Haplotypen sind in Kleinbuchstaben dargestellt. Abgesehen von geringen Unterschieden in
den inneren subclades zeigt das Bayes'sche Verfahren sehr &ahnliche Ergebnisse im
Vergleich zur Maximum-Likelihood Baumrekonstruktion. Daher wurde hier auf die Angabe
der Population und der Haufigkeit an Individuen mit dem jeweiligen Haplotyp verzichtet.
Langenmalistab: Substitutionen pro Position.
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Abbildung 16: Maximum-Parsimony-Phylogenie (PAUP)

Maximum- Parsimony Baumrekonstruktion der Arten M. murinus und M. griseorufus
basierend auf 377 bp Sequenzen der Hypervariablen Region |. Durchgefiihrt mit dem
Programm PAUP v. 4.0 (Swofford 1998) (50 % ,majority-rule consensus tree”, 100 Bootstrap-
Replikate). Als AulRengruppe wurde M. ravelobensis eingesetzt. Unterstlitzungswerte an
den jeweiligen Knoten: Bootstrap- Wert; blau: M. murinus-Haplotyp; rot: M. griseorufus-
Haplotyp; Die Haplotypen sind in Kleinbuchstaben dargestellt. Abgesehen von geringen
Unterschieden in den inneren subclades zeigt die Maximum- Parsimony- Phylogenie sehr
ahnliche Ergebnisse im Vergleich zur Maximum-Likelihood Baumrekonstruktion. Daher
wurde hier auf die Angabe der Population und der Haplotypenhaufigkeit verzichtet.
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3.2.4 Raumliche Verteilung der mitochondrialen HVR 1-Haplotypen

In Abbildung 17 ist die geographische Verteilung der mitochondrialen
Haplotypen in der Kernzone des Untersuchungsgebietes dargestellt. Diese
Abbildung umfasst die Haplotypen der im Rahmen der Doktorarbeit neu beprobten
Individuen und zusatzlich die von Gligor (2006) beobachteten Haplotypen. Diese
werden hier zusatzlich verwendet, um alle in der Kernzone des
Untersuchungsgebietes vorkommenden Haplotypen darzustellen. Erkennbar ist, dass
sich die Microcebus murinus-und M. griseorufus-Haplotypen hauptséachlich jeweils
auf die beiden Vegetationstypen Ubergangswald und Dornbusch verteilen. Die
Microcebus murinus-Haplotypen treten Uberwiegend in den
Ubergangswaldpopulationen Ita, Amb, And, Ari, Sak, Ako, Ank, Anj und Voh auf. Das
Vorkommen der Microcebus griseorufus-Haplotypen konzentriert sich auf die
Populationen des Dornbuschgebietes Ani, Amp, Ars, Arv, Elo und Akd. Die
Verteilung der mitochondrialen Haplotypen lasst sich somit mehrheitlich in zwei
Haplotyp-Vegetationstyp-Komplexe einteilen, mit einem Microcebus murinus-
Haplotypen-Ubergangswald-Komplex und einem M. griseorufus-Haplotypen-
Dornbusch-Komplex. Eine strikte Trennung ist aber nicht erkennbar. Wie aus Tabelle
29 und Abbildung 17 hervorgeht, wurde ein Individuum mit dem Microcebus
griseorufus Haplotyp (ba) in der Ubergangswaldpopulation Ant beobachtet.
Andererseits wurden die Microcebus murinus-Haplotypen (bn), (bk) und (bo) bei
Individuen der Dornbuschpopulationen Akd, Ars und Elo beobachtet.

In Abbildung 17 (A) sind die acht Microcebus griseorufus-Haplotypen der Individuen
der Dornbuschpopulation Ani dargestellt. Diese zur 6stlichen Dornbuschzone
gehorende Population liegt ca. 20 km nordwestlich der Kernzone des
Untersuchungsgebietes. Bei den in dieser Population auftretenden Microcebus
griseorufus-Haplotypen handelt es sich um private Haplotypen, die ausschlief3lich in
dieser Population beobachtet wurden. In den Dornbuschpopulationen der Kernzone
des Untersuchungsgebietes Akd, Elo, Ars, Arv und Amp (s. Abbildung 17 (B)) wurden
bei 84 Individuen insgesamt acht Microcebus griseorufus-Haplotypen festgestellt.
Dabei waren die zum Microcebus griseorufus clade gehérenden Haplotypen (ba) und
(bb) am haufigsten zu beobachten. Der Haplotyp (ba) wurde bei insgesamt 44
Individuen in allen stidostlichen Dornbuschpopulationen beobachtet. Der Microcebus
griseorufus Haplotyp (bb) trat in den Populationen Akd, Elo, Ars und Amp auf. Von

den insgesamt vier privaten Microcebus griseorufus-Haplotypen wurden zwei in der
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Population Elo, und jeweils einer in den Populationen Akd und Arv beobachtet.
Abbildung 17 (B) verdeutlicht, dass die drei Dornbuschpopulationen Akd, Elo und Ars
neben den Haplotypen der Art Microcebus griseorufus auch Haplotypen der Art M.
murinus aufweisen. Der Haplotyp (bn) wurde bei drei Individuen der Population Ars
beobachtet. Dieser Haplotyp wurde auch in den Ubergangswaldpopulationen Ari und
Ant nachgewiesen. Der bei einem Individuum der Population Elo vorkommende
Microcebus murinus Haplotyp (bo) ist ein privater Haplotyp.

In den Populationen der Ubergangswaldzone Ita, Amb, Ant, And, Ari, Ank, Sak, Anj,
Voh und Ako wurden insgesamt 28 Haplotypen festgestellt. Sechs private
Microcebus murinus-Haplotypen traten in der Population des Ubergangswaldes Ita
auf. Aus Abbildung 17 (B) geht hervor, dass diese Population keinen Haplotyp mit
einer weiteren Ubergangswaldpopulation teilt. Einzig der in dieser Population
auftretende Microcebus murinus Haplotyp (bk) wurde in der an den lta-
Ubergangswald angrenzenden Dornbuschpopulation Akd beobachtet. In der
Ubergangswaldpopulation Amb wurden bei insgesamt 16 Individuen drei Microcebus
murinus-Haplotypen beobachtet, ein privater Haplotyp (bf) und die Haplotypen (av)
und (be). Die beiden letztgenannten Microcebus murinus-Haplotypen traten auch in
den ostlich des Amb gelegenen Ubergangswaldpopulationen auf. Die dem
Microcebus murinus clade zugeordneten Haplotypen (aw), (ax), (ay), (bx) und (by)
waren in den Populationen And, Ari, Ant, Ank, Sak und Ako vertreten. Diese
Populationen liegen in der groRen, zusammenhangenden Ubergangswaldzone der
Ampolimazava, Salovana, Amboalaingo und Vohisandria-Berge (s. Abbildung 4, S.
24). Die ebenfalls zu dieser zusammenhangenden Ubergangswaldzone gehérende
Population Voh teilte keinen Microcebus murinus Haplotyp mit den anderen
Populationen dieser Zone. Abbildung 17 (B) zeigt, dass vier der insgesamt funf
beobachteten Microcebus murinus-Haplotypen dieser Population private Haplotypen
darstellen, wobei der private Haplotyp (cf) bei 74 % der beprobten Individuen
beobachtet wurde. Nur in dieser am sidlichen Ende der Ubergangswaldzone
gelegenen Population wurde ein Microcebus murinus Haplotyp der Kiistenwaldzone
beobachtet. Dieser bei sechs Individuen der Population Voh festgestellte Haplotyp
(e) kommt auch in der westlichen Kistenwaldpopulation Pe vor. Die Population Anj
am Ful3 des westlichen Lavasoa-Gebirges weist einen Microcebus murinus Haplotyp

(az) auf. Dabei handelt es sich um einen privaten Haplotyp.
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Abbildung 17: Geographische Verteilung der mitochondrialen Haplotypen (Kernzone)

Dargestellt ist die geographische Verteilung der mitochondrialen Haplotypen der Arten M.
griseorufus & M. murinus in der Dornbuschpopulation Ani (A) und in der Kernzone des
Untersuchungsgebietes (B). Mit Kleinbuchstaben sind die jeweiligen Haplotypen dargestellt
(Gelb: geteilte Haplotypen, Grau: private Haplotypen). % Untersuchungsorte Gligor (2006); *:
von J.N.R. Andrianjaka beprobter Ort. Schematische Darstellung auf Grundlage von GOOGLE
EARTH 4.3.
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In Abbildung 18 ist die geographische Verteilung der Haplotypen beider
untersuchten Arten Microcebus murinus und M. griseorufus im gesamten
Untersuchungsgebiet in Sudostmadagaskar dargestellt. Die Zuordnung der
Individuen zu einer der beiden Arten erfolgte auf Grundlage der Ergebnisse der
phylogenetischen Rekonstruktionen (s. Kapitel 2.8.2.3, S. 42).

Abbildung 18 zeigt ein klares Verteilungsmuster der mitochondrialen Haplotypen
beider Arten im ostlichen und westlichen Teil des Untersuchungsgebietes. Der
westliche Teil des Untersuchungsgebietes wird von subarider Dornbuschvegetation
dominiert. Die in dieser Region untersuchten Individuen der Populationen Mv, Be und
Ani besitzen ausnahmslos Microcebus griseorufus-Haplotypen. Im Gegensatz dazu
werden alle Haplotypen der 211 untersuchten Individuen der 6stlichen
Kistenwaldpopulationen Pe und M der Art Microcebus murinus zugeordnet.

In der Kernzone des Untersuchungsgebietes, die sich aus Ubergangswaldern und
angrenzender Dornbuschvegetation zusammensetzt, ist das Verteilungsmuster der
Haplotypen beider Arten nicht strikt an einen Vegetationstyp gebunden. Aus
Abbildung 18 geht hervor, dass die Uberwiegende Mehrheit der Individuen der
Ubergangswalder Microcebus murinus-Haplotypen besitzen. Auf Grundlage der
mitochondrialen Daten wurden 182 Individuen der Ubergangswaldpopulationen Anj,
Ank, Sak, Ari, And, Voh, Ako, Amb, und Ita der Art Microcebus murinus zugeordnet.
Die Ausnahme bildet ein Individuum mit einem Microcebus griseorufus Haplotyp aus
der Ubergangswaldpopulation Ant. In der Kernzone sind die von
Dornbuschvegetation umgebenen und dadurch von den (brigen Ubergangswaldern
geographisch isolierten Microcebus murinus-Haplotypen der
Ubergangswaldstandorte Ita und Amb auffallig. Die Population Ita teilt keinen
Haplotyp mit einer anderen Ubergangswaldpopulation, aber mit der benachbarten
Dornbuschpopulation Akd (s. Abbildung 17, S. 74).

In der angrenzenden Dornbuschzone dominieren Microcebus griseorufus-
Haplotypen. Dennoch konnte an einigen dieser Standorte (Akd, Elo und Ars) das
sympatrische Vorkommen von Haplotypen beider Arten beobachtet werden (s.
Abbildung 18). Die in den Populationen Ars und Akd festgestellten Microcebus
murinus-Haplotypen wurden auch in Populationen der Ubergangswaldzone
beobachtet (s. Abbildung 17, S. 74). Bei den drei in der Population Ars beobachteten
Microcebus murinus-Haplotypen handelt es sich um ein Weibchen und ihre

Jungtiere.
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Das markanteste Muster in der Verteilung der Haplotypen ist die starke
Ubereinstimmung der Microcebus murinus-Haplotypen mit dem beobachteten

Vegetationsmosaik in der Kernzone des Untersuchungsgebietes.

Ita (16)

J Dombusch
- Kiistenwald
% Ubergangswald

. Regenwald

Ako (6)

Voh (46)

Abbildung 18: Geographische Verteilung der Arten Microcebus murinus &
M. griseorufus auf Grundlage der mitochondrialen Haplotypen

Dargestellt ist die geographische Verteilung der Arten Microcebus griseorufus & M. murinus
im gesamten Untersuchungsgebiet in Siidostmadagaskar. Insgesamt wurden 540 Individuen
analysiert. Die Artzuweisung erfolgte auf Basis der mitochondrialen HVR 1-Sequenzen. Die
blauen Torten reprasentieren die Haplotypen der Art Microcebus murinus und die roten
Torten die der Art M. griseorufus. Die Zahlen in Klammern stehen fir die Anzahl
festgestellter Haplotypen einer Art (Weil3: M. murinus; Schwarz: M. griseorufus). n: Anzahl
beprobter Individuen. Schematische Darstellung auf Grundlage von GOOGLE EARTH 4.3.

3.3 Analyse der nuklearen Mikrosatellitenloci

3.3.1 Einfiuhrung

In Kapitel 3.3 werden die Ergebnisse der ersten und zweiten Schwerpunktanalyse mit
den Mikrosatellitendaten des Teil- und Gesamtdatensatzes dargestellt.
Die Alleldaten der Ubergangswaldpopulation Sak wurden aufgrund einer zu kleinen

Stichprobe (n=1) in der Mehrzahl beider Schwerpunktanalysen nicht beriucksichtigt.
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In der Mikrosatellitenanalyse des Gesamtdatensatzes konnten einige Individuen nicht
eingesetzt werden. Ein Individuum der Population MO5 und zwei Individuen der
Population M15 wiesen zu wenige Mikrosatelliten-Alleldaten auf und mussten somit
von allen Analysen ausgeschlossen werden. Die auf Grundlage der mitochondrialen
Sequenzen nicht zum jeweiligen Vegetationstyp passenden Individuen der
Dornbuschpopulationen  Akd, Ars und Elo und ein Individuum der
Ubergangswaldpopulation Ant wurden ausschlief3lich in den
Populationsstrukturanalysen mit den Programmen STRUCTURE V. 2.1 (Pritchard et al.
2000) und NEwHYBRIDS v. 1.0 (Anderson & Thompson 2002) und in den Assignment-
Tests mit GENECLASS 2 v. 2.0 (Piry et al. 2004) verwendet.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Alleldaten des Teildatensatzes in
einen Gesamtdatensatz integriert. Die Ergebnisse dieses detaillierten und
zeitintensiven Anpassungsverfahrens werden in Kapiteln 3.3.2 beschrieben. In
Kapitel 3.3.3 werden die Ergebnisse der verschiedenen Datenanalysen vorgestellt.
Da der Teildatensatz in einen Gesamtdatensatz eingebunden ist, werden einige
Ergebnisse beider Schwerpunktanalysen in gemeinsamen Kapiteln vorgestellt. Bei

abweichenden Ergebnissen werden die erzielten Ergebnisse separat dargestellt.

3.3.2 Anpassung der Mikrosatelliten Datenséatze

Die Ergebnisse der Anpassung der ABI 377 Alleldaten Gligor (2006) an die
Alleldaten des Kapillarsequenzierers 3130 zeigen, dass bei den Mikrosatellitenloci
Mm22, Mm30, Mm51, Mm43, Mm39 und Mm60 einheitliche Anpassungsregeln fir
alle Allele bestimmt werden konnten. Zum Beispiel wurden alle auf dem ABI 377-
Sequenzierer ermittelten Allele des Locus Mm60 um zwei Nukleotide subtrahiert (s.
Tabelle 42, Anhang 7.1, S. 171). Fur die ABI 377 Fragmentlangen der Loci 33104,
Mm42 und Mm21 war keine einheitliche Anpassungsregel moglich. Um alle
Alleldaten dieser Loci individuell anzupassen, wurden alle im Datensatz
vorkommenden Allele auf dem Kapillarsequenzierer 3130 Genetic Analyser (Applied
Biosystems, Darmstadt) neu typisiert .

Die Ergebnisse der Anpassung der Li-COR Alleldaten Hapke (2005) an die Alleldaten
des Kapillarsequenzierers 3130 sind in Tabelle 43 im Anhang, Kapitel 7.1 auf der
Seite 171 dargestellt. Fur die Mikrosatellitenloci Mm21, Mm51, Mm22 und Mm30
konnten fir alle Allele einheitliche Anpassungsregeln erarbeitet werden. Bei den

restlichen finf Loci konnte keine einheitliche Anpassungsregel bestimmt werden. Fur
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alle Allele dieser Loci wurden Neutypisierungen vorgenommen und individuelle
Anpassungsregeln erarbeitet. Die detaillierten Ergebnisse der Anpassung der
Alleldaten sind im Anhang, Kapitel 7.1 dargestellt.

Die neue Anpassung der in dieser Arbeit verwendeten Mikrosatellitendatensatze
fuhrte zu einem sehr groRen Gesamtdatensatz. Durch diesen Gesamtdatensatz
stand eine hohe Anzahl an Alleldaten fur das ,allel calling” zur Verfigung. Aufgrund
des intensiven Vergleiches der vorhandenen Alleldaten und des exakt
durchgefiihrten Gruppierungsverfahrens (s. 2.8.3.1, S. 44) wurden wenige einzelne
Allele des Teildatensatzes in neue Allelgruppen integriert. Die Auswirkung dieser
Neuanpassung war jedoch nur eine geringfugige Verschiebung einzelner Allelwerte

um ein Nukleotid.
3.3.3 Datenanalyse

3.3.3.1 Allelanzahl und Anzahl privater Allele

Die Feststellung der Allelanzahlen und der ,allelic richness“-Werte des Teil- und
Gesamtdatensatzes wurde mit dem Programm FSTAT v. 2.9.3.2 (Goudet 2002)
durchgefiihrt. Da die in der ersten Schwerpunktanalyse verwendeten Alleldaten des
Teildatensatzes auch im Gesamtdatensatz eingesetzt wurden, werden im folgenden
Kapitel die mit dem Gesamtdatensatz erzielten Ergebnisse vorgestellt. Die
Ergebnisse des Teildatensatzes sind zuséatzlich im Anhang in Kapitel 7.3 dargestellt.
In Tabelle 30 ist die festgestellte Anzahl der Mikrosatelliten-Allele des
Gesamtdatensatzes dargestellt. Bei den untersuchten Populationen wurden tber alle
neun Mikrosatellitenloci 217 Allele beobachtet. In der Summe Uber alle Loci wurden
die meisten Allele (116) in der Ubergangswaldpopulation Ank festgestellt, gefolgt von
der Ubergangswaldpopulation Voh mit 105 festgestellten Allelen, der Population Ani
aus der Dornbuschzone mit 99 Allelen und der Ubergangswaldpopulation Ant mit 91
beobachteten Allelen. Unter Bertcksichtigung der StichprobengrofRe weist auch die
Ubergangswaldpopulation Amb eine relativ hohe Anzahl an Allelen auf. Insgesamt
wurde in den Populationen der Kistenwalder die geringste Anzahl an Allelen
festgestellt. In diesem Vegetationstyp wurden die meisten Allele in der
stichprobenstarksten Population Pe (80, n=48) beobachtet.
Abbildung 19 zeigt ebenfalls die Anzahl festgestellter Allele pro Population, aber mit
einer zuséatzlichen Darstellung des Vegetationstyps jeder untersuchten Population.
Diese Abbildung veranschaulicht die in Tabelle 30 dargestellten Ergebnisse, mit
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dem Auftreten der meisten Allele in den Ubergangswaldpopulationen Ank und Voh
und in der Dornbuschpopulation Ani. Die relativ geringe Allelanzahl in den
Kistenwaldpopulationen Pe und MO01-M20 ist unter Bertcksichtigung der

Stichprobengrol3e klar erkennbar.

Tabelle 30: Anzahl festgestellter Allele in den untersuchten Populationen

Pop Locus >
33104 Mm21 Mm22 Mm30 Mm39 Mm42 Mm43 Mm51 Mm60
Be (n=8) 6 8 5 2 4 8 5 3 8 49
MO1 (n=8) 3 2 3 5 4 6 5 3 3 34
MO04 (n=11) 6 4 5 4 6 8 5 1 7 46
MO5 (n=15) 4 5 6 5 6 7 5 1 6 45
MO06 (n=14) 5 5 4 4 7 8 5 2 6 46
MO7 (n=11) 4 3 4 3 4 9 4 2 5 38
M13 (n=20) 9 6 5 5 6 9 6 3 6 55
M15 (n=23) 4 6 5 4 6 10 6 2 7 50
M16 (n=42) 10 8 5 5 8 13 6 2 9 66
M20 (n=16) 6 5 3 4 5 12 6 2 7 50
Mv (n=8) 7 6 8 2 9 7 7 2 8 56
Pe (n=48) 14 8 6 6 14 14 9 2 7 80
Amp (n=10) 5 7 9 2 7 4 3 10 51
Anj (n=12) 7 6 8 4 8 8 5 2 7 55
Amb (n=16) 11 8 6 9 15 8 8 4 11 80
Arv (n=12) 7 9 9 3 7 9 8 2 8 62
Akd (n=7) 8 9 7 2 4 8 6 2 5 51
Ars (n=31) 11 13 11 2 15 12 8 3 11 86
Elo (n=18) 11 9 9 3 11 11 9 3 9 75
Ita (n=16) 13 11 6 10 13 10 9 5 7 84
Ant (n=22) 16 11 10 7 13 13 6 4 11 91
Ako (n=6) 8 6 3 5 8 6 4 3 6 49
And (n=14) 9 10 7 8 12 9 6 4 11 76
Ari (n=12) 12 10 5 6 11 12 4 5 8 73
Voh (n=46) 19 10 7 8 16 13 14 5 13 105
Ani (n=24) 12 10 18 3 14 14 11 3 14 99
Ank (n=59) 21 13 9 8 19 18 9 6 13 116
alle Pop.

(n=529) 27 25 26 14 40 36 20 8 21 217

Aufgelistet sind die festgestellten Allele der neun Mikrosatellitenloci in den untersuchten
Populationen des Gesamtdatensatzes. Angegeben ist die Allelzahl je Locus und Population
und die Gesamtzahl pro Population und Uber alle Populationen. Pop: untersuchte
Populationen; alle Pop.: Anzahl Individuen bzw. Allele in allen Populationen; Fett: Hochste
Anzahlen an Allelen; ¥: Summe Uber alle Loci; n: Anzahl analysierter Individuen.
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Abbildung 19: Allelanzahl pro Population

Dargestellt ist die Anzahl der Allele Uber alle neun Mikrosatellitenloci pro Population (orange
Saulen: Populationen der Dornbuschzone; orange-grin schraffierte Saulen: Populationen
der Ubergangswaldzone; griine Saulen: Populationen der Kiistenwalder). Die Population Sak
wurde aufgrund der kleinen StichprobengréRe (n=1) ausgeschlossen. n: Stichprobengrole.

In der Tabelle 31 und der Abbildung 20 ist die Anzahl der Allele in den drei
Vegetationstypen Dornbusch, Ubergangswald und Kiistenwald dargestellt. Diese
Analyse wurde nur mit dem Gesamtdatensatz durchgefuhrt. Fur die Anzahl der im
Dornbuschgebiet vorkommenden Allele wurden die Populationen Mv, Be, Amp, Elo,
Ars, Akd und Arv verwendet. Die Gesamtzahl der Allele der Populationen Ita, Amb,
Ant, Ari, And, Ako, Voh, Ank, und Anj wurden der Ubergangswaldzone zugeordnet
und die Allele der Populationen Pe und M01-M20 dem Kustenwald. Die in Tabelle 31
aufgelisteten und in Abbildung 20 dargestellten Ergebnisse untermauern die oben
illustrierten und beschriebenen Ergebnisse flr einzelne Populationen. Die meisten
Allele (168) sind in den Populationen der Ubergangswaldzone zu beobachteten und
die wenigsten in den Populationen der Kustenwalder. Obwohl die
GesamtstichprobengroRe in den beiden Vegetationstypen Ubergangswald und
Kistenwald nahezu gleich ist, wurden in den Populationen der Ubergangswaldzone
insgesamt 62 Allele mehr festgestellt als in den Kistenwaldpopulationen. Auch der
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Vergleich zwischen den Gesamtallelzahlen der Populationen der Dornbuschzone
und der Kustenwalder zeigt, dass die Allelzahl in den Kistenwaldpopulationen am

geringsten ist.

Tabelle 31: Anzahl der beobachteten Allele in den drei Vegetationstypen

Dornbusch Ubergangswald Kistenwald

Locus (Npop=8/ Ning=118) (Npop=9/ Ning=203) (Npop=10/ n;g=208)
33104 16 25 16
Mm21 17 17 12
Mm22 19 14 9
Mm30 5 12 7
Mm39 25 30 17
Mm42 21 29 23
Mm43 14 18 10
Mm51 3 7 3
Mm60 18 16 9

alle Loci 138 168 106

Aufgelistet sind die festgestellten Allele der neun Mikrosatellitenloci in den drei
Vegetationstypen. Angegeben ist die Allelzahl je Locus und Vegetationstyp und die
Gesamtzahl pro Vegetationstyp. ning: Anzahl analysierter Individuen; npop: Anzahl
analysierter Populationen.
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Abbildung 20: Allelanzahl pro Vegetationstyp

Dargestellt ist die Gesamtzahl der Allele Uber alle neun Mikrosatellitenloci in den drei
Vegetationstypen Dornbusch (orange Sé&ule), Ubergangswald (orange-grin schraffierte
Saule) und Kistenwald (griine Saule). Eingesetzte Dornbuschpopulationen: Mv, Be, Ani,
Akd, Ars, Arv, Elo und Amp, eingesetzte Ubergangswaldpopulationen: Ita, Amb, Ant, Ari,
And, Ako, Voh, Ank, und Anj, eingesetzte Kistenwaldpopulationen: Pe und MO01-M20.
Population Sak (n=1) wurde ausgeschlossen. n: Stichprobengréiie.
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Die Ermittlung der ,allelic richness“-Werte im Gesamtdatensatz auf Grundlage
einer Stichprobengrdof3e von n=6 wurde mittels FSTAT v. 2.9.3.2 (Goudet 2002)
durchgeflihrt. Tabelle 32 zeigt, dass die ,allelic richness“-Werte zwischen 1 flr den
Locus Mm51 in den Kistenwaldpopulationen M04 und MO05 und 8,95 fir den Locus
Mm22 in der Dornbuschpopulation Ani liegen. In Abbildung 21 sind die Summen der
.allelic richness“-Werte Uber die neun Mikrosatellitenloci fur die untersuchten
Populationen der drei Vegetationstypen Dornbusch, Ubergangswald und Kiistenwald
dargestellt. Diese Ergebnisse zeigen den gleichen Trend wie die absolut
beobachteten Allelzahlen (s. Tabelle 30 & Abbildung 19, S. 79). Die
Ubergangswaldpopulationen  Ank, Amb, Ita, Ant und And und die
Dornbuschpopulation Ani weisen die héchsten ,allelic richness*-Werte auf und stellen
somit die Allel-reichsten Populationen dar. In den Populationen der
Kistenwaldgebiete MO01-M20 wurden die Kkleinsten ,allelic richness“-Werte
festgestellt.
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Abbildung 21: ,Allelic richness” in den untersuchten Microcebus- Populationen

Dargestellt ist jeweils die Summe der ,allelic richness“-Werte Uber alle neun
Mikrosatellitenloci in den Populationen des Gesamtdatensatzes (orange Saulen:
Populationen der Dornbuschzone; orange-griin schraffierte S&aulen: Populationen der
Ubergangswaldzone; griine Saulen: Populationen der Kiistenwélder). Die Population Sak
wurde aufgrund der kleinen StichprobengréRe (n=1) ausgeschlossen.
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Tabelle 32: , Allelic richness"-Werte fir alle untersuchten Populationen

Pop Locus >
33104 Mm21 Mm22 Mm30 Mm39 Mm42 Mm43 Mm51 Mm60
Be 5200 6,899 4,249 1950 3,693 6,899 4,643 2,992 7,286 43,811

MO1 2,993 2,000 2,700 4,443 3,943 5835 4,486 2950 2,749 32,099
MO04 4,809 3,351 4,380 3,800 4,549 6,556 4,415 1,000 5,620 38,480
MO5 3,820 4,261 4,747 4,328 4,472 5526 4,479 1,000 4,676 37,309
MO6 4,594 3,724 3,651 3,572 4,376 5,789 4,088 1,683 5,018 36,495
MO7 3,940 2,351 3,835 2,853 3,706 6,260 3,507 1,922 4,403 32,777
M13 5091 4,606 3,880 3,952 3,847 5,273 4,750 1,748 4,083 37,230
M15 3,847 5,167 3,563 3,569 4,256 5,742 4,615 1,273 5,763 37,795
M16 5,009 3,962 3,453 3,453 4,600 6,227 4,782 1,476 5,116 38,078
M20 4,509 4,504 2,512 3,288 4,249 7,714 4322 1,683 5,174 37,955
Mv 5,998 5,642 6,493 1950 7,836 6,143 6,349 2,000 6,899 49,310
Pe 6,708 5,424 3,813 4,637 6,434 7,081 4,318 1,873 5,787 46,075
Amp 4,613 6,107 7,038 1,999 4,747 5,382 3,551 2,600 7,167 43,204
Anj 5596 4,259 6,670 3,463 6,512 5,649 4,587 1,500 5,494 43,730
Amb 6,998 6,238 5,132 6,133 8,632 5,896 5,726 3,551 7,718 56,024
Arv 5647 6,145 6,779 2,500 5,150 7,130 6,647 2,000 6,196 48,194
Akd 7,396 8,253 6,560 2,000 3,714 7,396 5,692 2,000 4,714 47,725
Ars 6,371 7,011 6,783 1,993 6,828 5,797 5,614 2,193 6,390 48,980
Elo 7,187 6,269 6,123 2,548 6,228 6,967 5,938 2,493 6,143 49,896
Ita 8,079 7,561 4,857 6,412 7,890 6,314 6,341 3,122 5,862 56,438
Ant 8,193 6,961 7,045 5486 7,555 6,473 4,484 2,661 7,123 55,981
Ako 8,000 6,000 3,000 5,000 8,000 6,000 4,000 3,000 6,000 49,000
And 6,872 7,127 5,625 6,252 7,821 6,845 4,595 3,248 7,716 56,101

Ari 8,081 7,335 4,500 5,301 7,495 7,802 3,519 3,391 6,471 53,895
Voh 8,303 6,597 5,313 5,093 7,781 6,495 5,448 3,078 7,155 55,263
Ani 7,166 4,906 8,954 2,864 7,287 7,778 6,665 2,823 7,835 56,278

Ank 8,897 6,894 5,721 5176 7,836 7,460 4,825 3,267 7,326 57,402

Aufgelistet sind die ,allelic richness“-Werte der neun Mikrosatellitenloci in den untersuchten
Populationen des Gesamtdatensatzes. Angegeben ist der ,allelic richness“-Wert je Locus
und Population und in der Summe Uber alle Loci pro Population (). Pop: untersuchte
Populationen; Fett: héchste ,allelic richness“-Werte.

Die Ermittlung der , allelic richness”-Werte in den drei Vegetationstypen Dornbusch,
Ubergangswald und Kiistenwald basierend auf einer StichprobengréRe von n= 118
wurde ebenfalls mittels FSTAT v. 2.9.3.2 (Goudet 2002) durchgefuhrt. Diese Analyse
wurde nur mit dem Gesamtdatensatz durchgefihrt. Dabei war die
Populationszusammensetzung dieselbe wie bei der oben beschriebenen Analyse der
Allelanzahl in den drei Vegetationstypen. Die in Tabelle 33 und Abbildung 22
dargestellten Ergebnisse zeigen den gleichen Trend wie die absolut beobachteten
Allelzahlen in den Populationen der drei Vegetationstypen (s. Abbildung 20, S. 81).
Der hdchste ,allelic richness“-Wert in der Summe Uber alle Loci (153,37) wurde in
den Populationen des Ubergangswaldes beobachtet, gefolgt von den Populationen
der Dornbuschzone mit einem ,allelic richness“-Wert von 137,9 Uber alle Loci. Die
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Kistenwaldgebiete stellen die Allel-armsten Populationen mit einem ,allelic
richness“-Wert von 100,03 uber alle Loci.

Tabelle 33: , Allelic richness® in den drei Vegetationstypen

Dornbusch Ubergangswald Kustenwald
Locus (n=118) (n=203) (n=208)
33104 16 23,191 15,03
Mm21 17 15,898 11,721
Mm22 18,992 12,541 8,394
Mm30 4,991 10,972 6,984
Mm39 24,966 27,02 15,762
Mm42 20,983 26,492 20,951
Mm43 13,975 15,083 9,286
Mm51 3 6,795 3
Mm60 17,992 15,379 8,9
alle Loci 137,899 153,371 100,028

Aufgelistet sind die ,allelic richness“-Werte der neun Mikrosatellitenloci in den drei
Vegetationstypen Dornbusch, Ubergangswald und Kiistenwald. Angegeben ist der ,allelic
richness“-Wert je Locus und Vegetationstyp und in der Summe Uber alle Loci pro
Vegetationstyp.

160

140+ —

120 ]

100 ]

80— ]

60— ]

"allelic richness"- Wert

40— -

20— L]

Dornbusch Ubergangswald Kistenwald

Vegetationstyp

Abbildung 22: , Allelic richness" pro Vegetationszone

Dargestellt ist jeweils die Summe der ,allelic richness*-Werte Uber alle neun
Mikrosatellitenloci in den drei Vegetationstypen Dornbusch (orange Saule), Ubergangswald
(orange-griin  schraffierte Saule) und Kistenwald (grine Saule). Eingesetzte
Dornbuschpopulationen: Mv, Be, Ani, Akd, Ars, Arv, Elo und Amp, eingesetzte
Ubergangswaldpopulationen: Ita, Amb, Ant, Ari, And, Ako, Voh, Ank, und Anj, eingesetzte
Kistenwaldpopulationen: Pe und M01-M20. Sak (n=1) wurde ausgeschlossen.
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Die Anzahl privater Allele, also Allele die ausschlie3lich in einer untersuchten
Population auftreten, wurde mit Hilfe des Programms GENALEX v. 6.2 (Peakall &
Smouse 2005) bestimmt. In Abbildung 23 ist die Anzahl privater Allele in den
untersuchten Populationen des Gesamtdatensatzes dargestellt. Drei private Allele
wurden in den 10 Populationen der Kiustenwalder Pe und M01-M20 mit insgesamt
208 typisierten Individuen beobachtet. In den sieben Kustenwaldpopulationen Pe,
MO04, M05, M06, M13, M20 und MO1 konnten keine private Allele ermittelt werden.
Die Populationen M07, M15 und M16 wiesen jeweils ein privates Allel auf. Bei der
Analyse der 118 Individuen der acht Dornbuschpopulationen wurden insgesamt 11
private Allele festgestellt. In den Populationen Be und Mv konnten jeweils drei private
Allele und in der Population Ani zwei private Allele ermittelt werden. Je ein privates
Allel wurde in den Stichproben der Dornbuschpopulationen Akd, Elo und Arv
beobachtet. Keine privaten Allele konnten in den Populationen Ars und Amp
festgestellt werden. Die hochste Anzahl privater Allele wiesen die Populationen der
Ubergangswaldzone auf. In den neun Ubergangswaldpopulationen mit einer
GesamtstichprobengréRe von 203 Individuen wurden 24 private Allele festgestellt,
wobei die Population Ank die meisten privaten Allele aller untersuchten Populationen
aufwies. Neben den zehn in Ank beobachteten privaten Allelen wurden vier private
Allele in der Population Amb ermittelt und jeweils drei in den
Ubergangswaldpopulationen And und Voh. Jeweils ein privates Allel trat in den
Populationen Ita, Ant, Ako und Anj auf. Die Ubergangswaldpopulation Ari zeigte
keine privaten Allele.
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Abbildung 23: Anzahl privater Allele im Gesamtdatensatz

Dargestellt ist die Anzahl privater Allele der neun Mikrosatellitenloci in den Populationen des
Gesamtdatensatzes (orange Sdaulen: Populationen der Dornbuschzone; orange-grin
schraffierte Saulen: Populationen der Ubergangswaldzone; griine S&ulen: Populationen der
Kustenwalder). Die Population Sak wurde aufgrund der kleinen StichprobengrofZe (n=1)
ausgeschlossen.

3.3.3.2 Tests auf Abweichung vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht

Die Tests auf Abweichung vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht wurden fur den Teil-
und Gesamtdatensatz mit dem Programm FsSTAT v. 2.9.3.2 (Goudet 2002)
durchgefliihrt. Die Tests fur einzelne Loci und Populationen zeigen zum Teil
geringfugig unterschiedliche Ergebnisse in den p- Werten und Fis.-Werten beider
Datensatze. Diese Unterschiede kdnnten an wenigen einzelnen Allelwerten liegen,
die sich nach der neuen Anpassung der Mikrosatellitendatenséatze um ein Nukleotid
geandert haben (s. Kapitel 3.3.2, S. 77).

Aufgrund der unterschiedlichen Gesamtzahl durchgefuhrter Tests in beiden
Datensatzen andert sich der bereinigte p-Wert fur das nominale Signifikanzniveau

von 5 % nach strikter Bonferroni-Korrektur. Dadurch weisen wenige einzelne Loci nur
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in einem der beiden Datensatze ein signifikantes Heterozygotendefizit auf. Dies
konnte z.B. bei Locus Mm21 in der Population Anj festgestellt werden. Die hier mit
beiden Datensatzen beobachteten p-Werte weichen nur minimal um den Wert 0,0001
voneinander ab. Durch den bereinigten p-Wert weist dieser Locus nur im
Teildatensatz ein signifikantes Heterozygotendefizit auf.

An wenigen Loci einzelner Populationen wurden geringfligige Abweichungen des
Fis.-Wertes festgestellt, wie z.B. eine Anderung um 0,002 an Locus Mm39 in der
Population Pe. In diesem Zusammenhang ist aber deutlich festzuhalten, dass die
Abweichungen der p- und Fis.-Werte in den gemeinsam verwendeten Populationen
des Teil- und Gesamtdatensatzes vernachlassigbar klein sind und keinerlei
Auswirkungen auf das Gesamtergebnis der Tests auf Abweichung vom Hardy-
Weinberg Gleichgewicht haben. In den gemeinsam verwendeten Populationen My,
Be, MO1, M16, Amp, Ank, Anj und Pe ist in beiden Datensétzen ein signifikantes
Heterozygotendefizit tiber alle Loci in den Ubergangswaldpopulationen Ank und Anj
zu erkennen (s. Tabelle 34 & Tabelle 35).

Aufgrund der z.T. abweichenden Ergebnisse des Teil- und Gesamtdatensatzes

werden diese im Folgenden separat dargestellt.

Tests auf Abweichung vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht im Teildatensatz
Die Tests auf Abweichung vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht innerhalb der acht
Populationen des Teildatensatzes wurde fir einzelne Loci und Uber alle Loci mit
7200 Randomisierungen durchgefuhrt. Als Prifstatistik wurde der Fis-Wert
eingesetzt.

Tabelle 34 zeigt die mit FSTAT (Goudet 2002) bestimmten Fis-und p-Werte. Der
bereinigte p-Wert fur das nominale Signifikanzniveau von 5 % war nach strikter
Bonferroni-Korrektur 0,0007 fir den Test fur jeden Locus und jede Population und
0,0063 fur den Test Uber alle Loci. Die in der Tabelle 34 dargestellten Ergebnisse
zeigen ein signifikantes Heterozygotendefizit hauptsachlich in den Populationen der
Ubergangswaldzone Ank und Anj. Die Tests Uber alle Loci sind in Ank (Fis= 0,312)
und Anj (Fis= 0,293) signifikant. Die Ergebnisse der Tests fiir jeden Locus und jede
Population zeigen, dass funf Loci in Ank, zwei Loci in Anj und jeweils ein Locus in
Amp und Pe ein signifikantes Heterozygotendefizit aufweisen.

Ein signifikanter Heterozygoteniberschuss konnte weder in den Tests lber alle Loci

noch in den Tests flr einzelne Loci und Populationen festgestellt werden.
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Tests auf Abweichung vom  Hardy-Weinberg  Gleichgewicht im
Gesamtdatensatz

Die Tests auf Abweichung vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht fir den
Gesamtdatensatz wurde fir einzelne Loci und Uber alle Loci mit 24300
Randomisierungen durchgefiihrt. Tabelle 35 zeigt die mit FSTAT bestimmten F;s-und
p-Werte. Der bereinigte p-Wert fiir das nominale Signifikanzniveau von 5 % war nach
strikter Bonferroni-Korrektur 0,00021 fiur den Test fur jeden Locus und jede
Population und 0,0018 fiir den Test Uber alle Loci.

Die in Tabelle 35 dargestellten Ergebnisse zeigen ein signifikantes
Heterozygotendefizit hauptsachlich in den Populationen der Ubergangswaldzone.
Die Tests Uber alle Loci ergaben ein signifikantes Heterozygotendefizit in den acht
Ubergangswaldpopulationen Ita (Fis= 0,167), Amb (Fis= 0,173), Ant (Fis= 0,175), Ari
(Fis= 0,218), And (Fis= 0,124), Voh (Fis= 0,228), Ank (Fis= 0,252), und Anj (Fis=
0,28). Als einzige Ubergangswaldpopulation weist Ako kein signifikantes
Heterozygotendefizit auf. Neben den Ubergangswaldpopulationen war auch in zwei
Dornbuschpopulationen Elo (Fis= 0,123) und Ars (Fis= 0,023) ein signifikantes
Heterozygotendefizit Uber alle Loci zu beobachten. In den Populationen der
Kistenwélder Pe und M01-M20 konnte kein signifikantes Heterozygotendefizit Uber
alle Loci festgestellt werden.

Die Ergebnisse fur einzelne Loci und Populationen zeigen ein signifikantes
Heterozygotendefizit an funf Loci in den Populationen Ank und Voh, an zwei Loci in
der Population Ita und an je einem Locus in den Populationen Ars, Amb, Ant, Ari und
Pe. An funf der neun untersuchten Loci trat ein signifikantes Heterozygotendefizit
auf. Die erzielten Ergebnisse verdeutlichen, dass nicht bestimmte Loci in vielen
Populationen im Heterozygotendefizit sind, sondern eher bestimmte Populationen an
vielen Loci ein Heterozygotendefizit aufweisen.

Ein signifikanter Heterozygoteniberschuss konnte weder in den Tests uber alle Loci

noch in den Tests flr einzelne Loci und Populationen festgestellt werden.

Vergleich der Ergebnisse beider Datensatze

Der Vergleich der Ergebnisse des Tests auf Abweichung vom Hardy-Weinberg
Gleichgewicht Uber alle Loci zeigt, dass in beiden Datenséatzen ein signifikantes
Heterozygotendefizit in den Ubergangswaldpopulationen Ank und Anj vorherrscht (s.
Tabelle 34 & Tabelle 35).
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Bei den Tests fur einzelne Loci und Populationen konnten geringfligige Unterschiede
zwischen den Ergebnissen des Teil- und Gesamtdatensatzes festgestellt werden.
Mogliche Erklarungen fur diese Ergebnisse werden in der Einfihrung beschrieben.
Im Teil- und Gesamtdatensatz wurde in Ank bei funf Loci ein signifikantes
Heterozygotendefizit festgestellt. Vier dieser Loci Mm21, Mm22, Mm42 und Mm43
wiesen in beiden Datensétzen ein signifikantes Heterozygotendefizit auf. Locus
Mm60 wies nur im Teildatensatz ein signifikantes Heterozygotendefizit auf. Im
Gesamtdatensatz dagegen zeigte der Locus 33104 ein signifikantes
Heterozygotendefizit. Diese unterschiedlichen Ergebnisse lassen sich durch die im
Gesamtdatensatz neu typisierten Alleldaten der 34 Individuen aus der Population
Ank erklaren. Beim Test des Gesamtdatensatzes konnte in der Population Amp kein
Locus mit signifikantem Heterozygotendefizit festgestellt werden. Im Teildatensatz
dagegen wies der Locus Mm42 in Amp ein signifikantes Heterozygotendefizit auf. Bei
der Population Pe wies der Locus Mm42 in beiden Datensatzen ein signifikantes
Heterozygotendefizit auf. Im Gesamtdatensatz wurde in Anj ein Locus, Mm22, mit
einem signifikanten Heterozygotendefizit beobachtet. In den Tests des
Teildatensatzes waren in Anj zwei Loci Mm21 und Mm22 in signifikantem

Heterozygotendefizit.
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Tabelle 34: Fis und p-Werte des Tests auf Heterozygotendefizit-Teildatensatz

Population
Locus Mv Be Amp Ank Anj Pe M16 MO1

33104 0,2780 0,1076 -0,3020 11,0000 0,3040 0,0928 0,1340 0,0375 -0,1050 0,8979 -0,0200 0,7638 0,0060 0,5339 -0,1200 0,7954

Mm21 0,2470 0,1458 0,2930 0,0711 -0,0870 11,0000  0,6120 0,0001* 0,6430 0,0004* -0,0460 0,8157 -0,1060 0,9401 -0,1110 1,0000

Mm22 -0,1010 0,9129 -0,1670 0,9092 -0,1320 1,0000 0,4250 0,0001* 0,8170 0,0001* 0,1240 0,1131 -0,1810 0,9897 -0,1050 1,0000

Mm39 0,0580 0,4621 -0,0610 0,7744 0,0600 0,4971 -0,0320 0,7500 0,3470 0,0082 0,0070 0,5181 0,0610 0,2885 0,0120 0,6147

Mm51 -0,5560 1,0000 -0,2170 0,9064 0,1180 0,4854 0,4610 0,0013 0,0000 1,0000 -0,1620 11,0000 -0,0390 1,0000 0,0280 0,5956

Mm30 -0,0770 1,0000 -0,0770 1,0000 -0,3850 1,0000 0,3860 0,0003* 0,2330 0,1865 -0,0040 0,5839 -0,0050 0,5758 -0,1350 0,9090

Mm42 0,1060 0,3839 -0,1430 1,0000 @ 0,7660 0,0001* 0,3910 0,0001* 0,3890 0,0107 @ 0,2490 0,0004* 0,1390 0,0343 -0,1550 1,0000

Mm43b 0,0000 10,6568 0,1460 0,3446 0,4330 0,0513 @ 0,6290 0,0001* 0,2450 0,1061 0,2210 0,0076 0,1990 0,0113 -0,2410 0,9803

Mm60 0,0100 10,6563 0,0490 0,5056 -0,0190 0,7271 -0,0660 0,9222 -0,2220 1,0000 -0,0530 0,8622 0,0540 0,3153 -0,0180 0,5910

Alle Loci 0,0340 0,3246 -0,0390 0,7826 0,1380 0,0121 0,3120 0,0001* 0,2930 0,0001* 0,0470 0,0200 0,0360 0,1042 -0,0970 0,9225

Aufgelistet sind die Fis- und p-Werte (fett) des Teildatensatzes, die nach 7200 Randomisierungen festgestellt wurden. Der bereinigte p-Wert fur
das nominale Signifikanzniveau von 5% war nach strikter Bonferroni-Korrektur 0,0007 fur den Test fir jeden Locus und jede Population und
0,0063 fur den Test Uber alle Loci. Grau unterlegt: F;s und die jeweiligen signifikanten p-Werte; *: signifikante p-Werte.

90



Ergebnisse

Tabelle 35: Fis und p-Werte fir den Test auf Heterozygotendefizit-Gesamtdatensatz

Pop

Locus

Alle Loci

Be
Mv
Ani
Akd
Elo
Ars
Arv
Amp
Ita
Amb
Ant
And
Ari
Ako
Voh
Ank
Anj
Pe
M04
MO05
MO06
MO07
M13
M15
M16
M20
MO1

Aufgelistet sind die Fis- und p-Werte (fett), die nach 24300 Randomisierungen

33104

Mm21

Mm22

Mm30

Mm39

Mm42

Mm43

Mm51

Mm60

-0,3020
0,2780
0,0080
0,0530
0,0640
0,0230
-0,0950
0,3040
-0,0140
-0,0710
-0,0380
0,1230
0,0080
0,2980
0,2730
0,1920
-0,1050
-0,0830
0,0240
0,1340
0,0140
-0,3330
0,1920
0,0420
-0,0470
0,0490
-0,1200

1,0000
0,1072
0,5556
0,5424
0,3150
0,4502
0,8842
0,0924
0,7150
0,8991
0,8467
0,1860
0,6190
0,0632
0,0000*
0,0000*
0,8951
0,9714
0,5747
0,2778
0,5670
1,0000
0,0683
0,4575
0,7914
0,4714
0,8014

0,3070
0,2860
-0,0820
0,0890
-0,1010
0,1540
-0,0050
-0,0320
0,5260
0,7160
0,3910
0,2020
0,1780
0,0380
0,3080
0,4460
0,6430
-0,0460
-0,3040
-0,0960
-0,0780
-0,0710
-0,1580
0,0200
-0,1060
-0,0210
-0,1110

0,0464
0,0898
0,8432
0,3900
0,9432
0,0229
0,6561
0,7447
0,0000*
0,0000*
0,0001*
0,0510
0,0957
0,6148
0,0000*
0,0000*
0,0005
0,8093
0,9588
0,8448
0,7958
1,0000
0,9591
0,5154
0,9422
0,6674
1,0000

-0,1670
-0,1010
0,0310
0,2110
0,0250
0,0390
-0,0430
-0,1320
-0,0160
-0,1020
0,1390
-0,0100
0,6890
-0,1430
0,6570
0,3710
0,8170
0,1240
0,0120
-0,1850
0,1730
0,0310
-0,1650
0,0950
-0,1810
0,3390
-0,1050

0,9103
0,9200
0,3829
0,1773
0,5092
0,3596
0,7998
1,0000
0,6521
0,8948
0,0730
0,6524
0,0001*
0,7561
0,0000*
0,0000*
0,0000*
0,1166
0,6007
0,9624
0,2315
0,5588
0,9507
0,3342
0,9906
0,1555
1,0000

-0,0770
-0,0770
-0,1820
-0,3330
0,1680
-0,2750
-0,0550
-0,3850
0,3510
0,0460
0,1200
0,1030
0,4160
-0,0640
-0,0150
0,1730
0,2330
-0,0040
-0,0160
0,2800
0,2050
-0,1890
-0,0900
-0,0510
-0,0050
-0,1240
-0,1350

1,0000
1,0000
0,9424
1,0000
0,3077
0,9826
0,7105
1,0000
0,0023
0,4410
0,1640
0,2616
0,0071
0,8033
0,6405
0,0058
0,1829
0,5825
0,6649
0,0563
0,1916
0,8602
0,8324
0,7250
0,5867
0,8329
0,9105

-0,0610
0,0580
0,1590
-0,0910
0,1690
0,0990
-0,0730
0,0600
-0,0340
0,2720
0,0000
0,0630
0,1610
0,2980
0,0160
0,0710
0,3470
0,0050
-0,0320
0,0790
-0,0040
-0,2310
0,1090
-0,1280
0,0610
0,0630
0,0120

0,7770
0,4685
0,0353
0,7579
0,0856
0,1177
0,8121
0,5086
0,8162
0,0020
0,6102
0,3501
0,1205
0,0623
0,4398
0,0674
0,0092
0,5385
0,7127
0,3997
0,6446
1,0000
0,2925
0,9009
0,2923
0,4357
0,6242

-0,1430
0,1060
0,0400
-0,1200
0,1850
0,1800
0,3640
0,5170
0,2010
0,3410
0,2460
0,1980
0,0720
-0,0420
0,3380
0,3350
0,2870
0,2490
0,1840
-0,0430
0,2350
-0,0470
-0,0190
-0,0060
0,1390
-0,0230
-0,1550

1,0000 0,1460
0,3839 0,0000
0,3633 0,2390
1,0000 -0,0140
0,0459 0,3510
0,0263 = 0,3460
0,0036 0,3420
0,0019 0,4330
0,0605 = 0,5040
0,0049 0,3670
0,0081 0,4000
0,0607 0,1610
0,3650 0,6160
0,7962 0,0240
0,0000* 0,3610
0,0000* 0,5050
0,0450 0,2450
0,0001* 0,2210
0,1276 -0,1110
0,7602 -0,0600
0,0588 0,2380
0,8153 -0,1350
0,6800 0,2550
0,6223 -0,0330
0,0324 0,1990
0,7535 0,0810
1,0000 -0,2410

festgestellt wurden. Der bereinigte p-Wert fir

0,3485
0,6621
0,0048
0,6967
0,0024
0,0002*
0,0088
0,0438
0,0000*
0,0030
0,0014
0,2177
0,0031
0,6128
0,0000*
0,0000*
0,1072
0,0074
0,8463
0,7679
0,1117
0,8593
0,0243
0,7014
0,0111
0,3881
0,9794

-0,2170
-0,5560
-0,0770
-0,0910
0,2640
0,2010
-0,2940
0,1180
0,0040
-0,1580
0,2940
0,1370
-0,1580
0,0240
0,0310
0,1690
0,0000
-0,1620
n.a.
n.a.
-0,0400
-0,1110
0,3170
0,0000
-0,0390
-0,0400
0,0280

0,9109
1,0000
0,7653
0,8535
0,1359
0,1633
0,9471
0,4845
0,5964
0,9070
0,0848
0,3334
1,0000
0,6194
0,4406
0,0400
1,0000
1,0000

n.a.

n.a.
1,0000
1,0000
0,0721
1,0000
1,0000
1,0000
0,5948

0,0490
0,0100
-0,1080
-0,2920
0,0880
-0,0930
-0,1420
-0,0190
-0,1060
0,0480
0,1370
0,1410
-0,0520
-0,2770
0,0460
0,0030
-0,2220
-0,0530
0,0060
-0,2260
0,1880
-0,2090
0,0220
0,0130
0,0540
-0,0630
-0,0180

0,4995
0,6461
1,0000
1,0000
0,2721
0,9581
0,9724
0,7260
0,9349
0,3807
0,0718
0,1128
0,8162
1,0000
0,2405
0,5434
1,0000
0,8628
0,6286
0,9917
0,1448
0,9550
0,5361
0,5657
0,3166
0,8129
0,5901

-0,0360
0,0410
0,0180
-0,0400
0,1230
0,0890
0,0230
0,1130
0,1670
0,1730
0,1750
0,1240
0,2180
0,0350
0,2280
0,2520
0,2800
0,0390
-0,0190
-0,0160
0,1230
-0,1490
0,0290
-0,0070
0,0290
0,0140
-0,0970

0,7765
0,2825
0,2905
0,7827
0,0010*
0,0016*
0,3568
0,0294
0,0000*
0,0000*
0,0000*
0,0010*
0,0000*
0,3658
0,0000*
0,0000*
0,0000*
0,0460
0,6377
0,6260
0,0135
0,9916
0,2533
0,5695
0,1598
0,3743
0,9246

das nominale
Signifikanzniveau von 5% war nach strikter Bonferroni-Korrektur 0,00021 fur den Test fir jeden Locus und jede Population und 0,0018 flr den
Test Uber alle Loci. Grau unterlegt: Fs und die jeweiligen signifikanten p-Werte; n.a.: nicht analysiert; *: signifikante p-Werte.
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3.3.3.3 Tests auf Kopplungsungleichgewicht

Die Tests auf Kopplungsungleichgewicht fir den Teil- und Gesamtdatensatz wurden
mit Hilfe des im Programm GENETIX v. 4.05.2 (Belkhir et al. 2004) implementierten
Testverfahrens von Black & Krafsur (1985) durchgefiihrt. Die Ergebnisse mit beiden
Datensatzen zeigen, dass ein signifikantes Kopplungsungleichgewicht vermehrt bei
Locuspaaren in Populationen der Ubergangswaldzone auftritt. Da die Ergebnisse
beider Datensatze im Einzelnen voneinander abweichen, werden diese getrennt

voneinander vorgestellt.

Tests auf Kopplungsungleichgewicht- Teildatensatz

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Kopplungsungleichgewicht bei den
Individuen des Teildatensatzes wurde zwischen allen Locuspaaren innerhalb jeder
Population nach dem Testverfahren von Black & Krafsur (1985) durchgefiihrt. Das
nominale Signifikanzniveau fur multiples Testen wurde durch eine strikte Bonferroni-
Korrektur korrigiert. Die Anzahl der in signifikantem Kopplungsungleichgewicht
stehenden Locuspaare pro Population sind in Abbildung 24 illustriert. Bei den hier
durchgefiihrten Tests auf Kopplungsungleichgewicht wiesen insgesamt 36
Locuspaare ein signifikantes Kopplungsungleichgewicht auf. Wie aus Abbildung 24
hervorgeht, konnten in den Ubergangswaldpopulationen die meisten Locuspaare in
signifikantem Kopplungsungleichgewicht beobachtet werden. In Ank weisen 15
Locuspaare ein signifikantes Kopplungsungleichgewicht auf. In Anj sind es neun
Locuspaare. Im Teildatensatz nimmt die Anzahl der signifikant gekoppelten
Locuspaare aufRerhalb der Ubergangswaldzone ab mit funf Locuspaaren in der
Dornbuschpopulation Amp und mit jeweils zwei in den Kistenwaldpopulationen Pe
und M16. In den restlichen drei Populationen konnte kein Locuspaar in signifikantem

Kopplungsungleichgewicht festgestellt werden.
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Mv Be Amp Ank Anj Pe M16 Mo1
Population

Abbildung 24: Anzahl der Locuspaare in signifikantem Kopplungsungleichgewicht

Dargestellt sind die im signifikanten Kopplungsungleichgewicht stehenden Locuspaare fur
die acht im Teildatensatz untersuchten Populationen. K: Anzahl der Locuspaare in
signifikantem Kopplungsungleichgewicht.

Tests auf Kopplungsungleichgewicht- Gesamtdatensatz

Im Gesamtdatensatz wurden ebenfalls Tests auf Kopplungsungleichgewicht
zwischen allen Locus-Paaren innerhalb jeder Population nach dem Testverfahren
von Black & Krafsur (1985) durchgefuhrt. Das nominale Signifikanzniveau fir
multiples Testen wurde nach dem Benjamini und Hochberg Fehlerkontrollkriterium
Jfalse discovery rate” (Benjamini & Hochberg 1995) korrigiert. In Tabelle 36 sind die
Ergebnisse des Tests auf Kopplungsungleichgewicht dargestellt. In Abbildung 25
sind die in signifikantem Kopplungsungleichgewicht stehenden Locuspaare pro
Population graphisch visualisiert.

Die Ergebnisse zeigen wie auch die Ergebnisse des Teildatensatzes ein signifikantes
Kopplungsungleichgewicht vermehrt bei Locuspaaren in Populationen der
Ubergangswaldzone. Im Vergleich zu den Populationen der Dornbuschregion und
der Kistenwalder weisen alle neun untersuchten Ubergangswaldpopulationen mehr
Locuspaare in signifikantem Kopplungsungleichgewicht auf. Von den insgesamt 36

Locuspaaren zeigen 32 in der Ubergangswaldpopulation Ank ein signifikantes
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Kopplungsungleichgewicht (15 Locuspaare im Teildatensatz), 27 in der Population
Voh, 25 in der Population Ant und jeweils 23 in Amb bzw. Ari. Auch in den restlichen
Ubergangswaldpopulationen konnte eine hohe Anzahl an Locuspaaren in
signifikantem Kopplungsungleichgewicht beobachtet werden mit 20 signifikant
gekoppelten Locuspaaren in Anj (neun Locuspaare im Teildatensatz), gefolgt von der
Population And mit 18, der Population Ako mit 17 und Ita mit 16 signifikant
gekoppelten Locuspaaren. Die hochste Anzahl signifikant gekoppelter Locuspaare
auRerhalb der Ubergangswaldzone wurde in der Dornbuschpopulation Elo mit 16
signifikant gekoppelten Paaren festgestellt. Die Anzahl signifikant gekoppelter
Locuspaare nimmt innerhalb der Dornbuschzone mit 12 gekoppelten Locuspaaren in
Mv (null Locuspaare im Teildatensatz), mit jeweils acht Paaren in Amp (finf
Locuspaare im Teildatensatz), Ars und Arv, mit finf Paaren in den Populationen Ani
und Akd und mit drei Locuspaaren in der Population Be (null Locuspaare im
Teildatensatz) ab. Vergleicht man alle drei Vegetationszonen so konnte in den
Kistenwaldpopulationen die geringste Anzahl signifikant gekoppelter Locuspaare
beobachtet werden. Die hdchste Anzahl innerhalb der Kustenwaldzone wurde in der
Population M06 festgestellt (neun Locuspaare). In der Kiustenwaldpopulation Pe
waren acht Locuspaare in signifikantem Kopplungsungleichgewicht (zwel
Locuspaare im Teildatensatz), in der Population M16 waren es sieben Locuspaare
(zwei Locuspaare im Teildatensatz) und in den Populationen M05, M13 und M20
jeweils drei. Die restlichen Kistenwaldpopulationen M04 und M15 wiesen zwei
respektive ein Locuspaar im Kopplungsungleichgewicht auf. Bei den Populationen
MO1 und MO7 wurden keine gekoppelten Locuspaare beobachtet.

Mit dem Programm GENETIX v. 4.05.2 (Belkhir et al. 2004) wurden auch
Korrelationskoeffizienten zwischen den Locuspaaren in jeder beprobten Population
berechnet. Von den festgestellten Korrelationskoeffizienten zwischen den
Locuspaaren lagen 88 % unter einem Wert von 0,5 und sprechen fur ein relativ
schwaches Kopplungsungleichgewicht. Bei den 301 signifikant gekoppelten
Locuspaaren waren 254 unter dem Wert 0,5.

Die unterschiedliche Anzahl beobachteter Locuspaare in signifikantem
Kopplungsungleichgewicht zwischen den gemeinsam verwendeten Populationen des
Teil-und Gesamtdatensatzes lasst sich vor allem auf die stark abweichende Anzahl
verwendeter Populationen und auf die unterschiedlichen Korrekturverfahren fir das

nominale Signifikanzniveau fir multiples Testen zurtckfuhren. Obwohl die Anzahl
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gekoppelter Locuspaare in beiden Datensatzen abweicht, zeigen die erzielten
Ergebnisse die gleiche Tendenz. In beiden Datensadtzen wurden in den
Ubergangswaldpopulationen  die  meisten  Locuspaare in  signifikantem
Kopplungsungleichgewicht festgestellt. AuRerhalb der Ubergangswaldzone nimmt die

Anzahl gekoppelter Locuspaare deutlich ab.
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Abbildung 25: Anzahl der Locuspaare in signifikantem Kopplungsungleichgewicht

Dargestellt sind die im signifikanten Kopplungsungleichgewicht stehenden Locuspaare fur
die untersuchten Populationen des Gesamtdatensatzes. K: Anzahl der Locuspaare in
signifikantem Kopplungsungleichgewicht; n: Anzahl der Individuen pro Population.
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Tabelle 36: Paarweise Tests auf Kopplungsungleichgewicht-Gesamtdatensatz

Mv Be Ani Arv Akd Ars Elo Amp Ita Amb Ant Ako And Ari Anj Pe M04 MO05 M06 MO07 M13 M15 M16 M20 M01
33104/Mm21 - 0,0842 0,9889  0,4387 0,1287 0,1901  0,0233

0,0177 0,0366 0,8299 0,0159 0,3924 0,4484 0,829 0,1941 0,0816

33104/Mm22  0,0614 0,032 0,742 0,0625 0,4385 0,0272 0,4968  0,1845 0,1316  0,0521 06109 08238 02685 0,192 09832 04509 0,1545 0,6782 0,5302
33104/Mm30 0,0366 0,0766 0,2798 0,0359 0,4904 0,8938 0,2434 0,0291 0,0968 0481 04568 0,2672 0,0301 0,4613  0,3392  0,5538
33104/Mm39 - 0,8746  0,2972 0,18 0,0294  0,0304 0,8053 0,3525 0,0486 0,7925 0,0396 o,e?_ 0,2911 0,134
33104/Mm42 0,365  0,1827 0,0502 0,047 0,225 00937 0,1278 0,8739 0,1718 0,3649 0,4443 0,0465 0,2036
33104/Mm43  0,0199  0,0678 0,0602  0,1715 0,0262 0,0162 0,016  0,0325 0,163 00302 0,1558 0,8257 0,2126 0,7692 0,0869 0,1923 - 0,2014  0,7959
33104/Mm51  0,6524 0,4835 0,1497 0,747 03746 0,9778 0,0547 0,0268 0,3227 0,1173 0,7065 na. na 03174 06962 08393 0,7387 0,1229 0,9246 0,4159
33104/Mm60 0,0791 055278 03193 00042 00241 0,8963 0,515 0,4694 0,471  0,2385 0,5911

0,2133 05474 02793 0,1496 0,7487 0,352 0,2687
Mm21/Mm22 0,1664 0,105  0,1349 - 05239 0,0598 0,3637 0,4448 0,034 0,4727 05603 0,4045 0,682  0,0478 - 0,8778  0,5566

Mm21/Mm30 0,2633 0,7233 0,532 0,953 0,8379 0,055 0,9066  0,7233 0,1417 0,577 0,8133 0,4544 0,1337 0,1569 0,7742 0,3644
Mm21/Mm39 0,186 0,7454  0,0694  0,4661 0,0411 0,5543 0,944 0,4652 10,3867 0,1143 0,5912 0,0764 0,0617
Mm21/Mm42  0,0399 0,0285 0,0726 0,175 0,1044  0,4118 0,5284 0,7984 0,6116 0,272 0,5043
Mm21/Mm43 0,2052 0,0597 0,4281 0,076 0,3105 0,6504 0,5763 0,1326 0,5352 0,9006 0,1239 0,8696 0,3684  0,5039
Mm21/Mm51 0,8982 03621 0,1275 0,3746 0,5281  0,3029 0,0359 0,1758 0,0613 0,3279 0,1838 0,3188 0,2348 na. n.a. 0,8475 0,6307 0,0228 0,3072 0,5092 0,7842 0,3396
Mm21/Mm60 0,0218 10,6928 04551 0,1478 0,6713 0,0492  0,0421 0,022 0,0361  0,0562 0,9592 0,5637 0,7086 0,1095 0,512 0,8083 0,4029 0,0319 0,4936 0,0847
Mm22/Mm30 0,362 0,087 0,572 0,1713 0,322 0,9835 0,1167 0,9055 0,1562 0,0412  0,4444 0,063 0,2069 0,6412 05445 0,5645 0,9298 0,4646 0,072 0,8129
Mm22/Mm39  0,0436 0,808 0,2271  0,1498 0,0601  0,0567 0,2232 0,0184 0,1183 0,4347 0,6137 10,3287 0,8502 0,9954 0,6481 0,1004 0,7797
Mm22/Mm42 0,4224  0,0257 0,0348 0,0176  0,1755 0,0224  0,0569  0,6667 0,0991 - 0,071 0,2226 0,6606 0,1147 0,8212 0,2821 0,4335
Mm22/Mm43  0,0449 0,0951 0,122 0,0694 0,1224 0,4112 0,4853 0,4443 0,1551 0,3002 0,7845 0,1604 0,7484 - 0,9005
Mm22/Mm51 09255 0,4021 0,5181 0,732 0,0582 0,6057 0,132 0,4664 0,0413 0,316 0,0724 na. n.a. 0,0918 05578 0,2735 0,8505 0,4107 0,5049  0,2849
Mm22/Mm60 0,1454 0,1104 05439 0,2892 0,1502 0,1392 0,3389  0,2019 0,1066 0,7826  0,0311 0,3309 0,0159 0,7973 0,0183 0,0785 0,6855 0,2786 0,7793
Mm30/Mm39  0,0219 0,3102 0,178 0,33 0,4457 05876 0,1407 0,5616 0,0947 0,4835 0,047 0,5993 0,253 0,6753 0,8773 0,1818 0,1485
Mm30/Mm42  0,0441 05432 0,4864 0,3601 0,6888 09284 0,1267 0,5243 0,0464  0,0938 0,729 0,2803 0,3535 0,8781 0,6082 0,1216 0,2312 0,375
Mm30/Mm43 02801 0,2209 0,2639 0,0488 0,6851 0,3027 0,3547 0,6193 0,3434 0,167 0,8215 0,558 0,2888 0,2718  0,3901
n.a.

Mm30/Mm51 05281 0,258 05169 02776 06725 0,3163 00891 0,2765 0,2014 0,5516  0,1187 0,7104 0,868 09606 05746 02232 04096 0,4747
Mm30/Mm60  0,1025 0,0369 05819 0,4306 0,759 0,6017 0,0428  0,0842 0,774 01883 00782 04911 03879 0,974 03974 0206 0,067
Mm39/Mm42  0,0324 03878 04824 0,1041  0,1914 05442 0,0458  0,1337 - 0,3974 0,8656  0,5318 - 0,6329 0,1189

Mm39/Mm43  0,1131 0,5476 0,2052 0,0902 0,3029 0,4625 10,9096 0,143 0,3517 0,1267 0,4882  0,0586

Mm39/Mm51 09176 0,5288 0,4771 0,2306 0,2479 0,681 0,1924 0,3435  0,1675 0,3835 0,631 na. n.a. 0,9671 05099 0,0167 0,1965 0,4715 0,4275 0,1448
Mm39/Mm60 0,1311 0,2823 0,1973 0,104 0,2518 0,3051 0,0564 0,0631 0,0411  0,7443 0,1439 10,7421 0,152 - 0,472 0,1831
Mm42/Mm43 0,221 0,1939  0,2057 0,019 05917 0,0875 0,2209 0,1127 0,6754
Mm42/Mm51 0,419 0,3768 0,6042 05244 0,2698 0,1052 0,0691  0,1816 0,162 0,218 0,5361  0,4182 na. n.a. 0,6943 05923 0,3462 0,4288 0,0268 0,3932 0,2766
Mm42/Mm60 0,0175 0,0788  0,1204 0,1055  0,5217  0,0502 0,0247 0,0761 0,6971 0,219 0,4397 - 0,3319 10,6719 0,3968 0,8211 0,7767 0,5601
Mm43/Mm51 0,324 0,7294 0,0962 0,0654 0,0666 0,1632 0,0384 0,2696 05855 0,2501 0,5743 0,4881  0,4814  0,5206 n.a. n.a. 0,0613 0,6569 0,3351 0,9273 0,2991 0,968 0,3153
Mm43/Mm60 0,0635 0,1375 - 0,3344 0,0499 0,2552  0,0233 0,0174 0,1846 0,7187 0,6689 0,0657 0,7532 - 0,5957 0,5211 0,3039 0,8161
Mm51/Mm60  0,6751  0,2323 0,608 0,5643  0,3846  0,1273 0,1725 0,071 0,2748  0,0542 0,0724  0,0287 0,7824 0,37 0,0662  0,0174  0,0251 n.a. n.a. 0,7196  0,4976 0,587 0,2721  0,7172  0,3533  0,2461

Dargestellt sind die p-Werte fir einzelne Locuspaare und Populationen. Die Benjamini-Hochberg-Korrektur wurde fir multiples Testen
angewendet. Signifikanzniveau a= 0,05; n.a.: nicht analysiert; Grau*: signifikante p-Werte.
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3.3.3.4 Mantel-Tests und ,isolation by distance”

Die einfachen und partiellen Manteltests wurden mit dem Teil- und Gesamtdatensatz
nach der gleichen Methode durchgefuhrt (s. Kapitel 2.8.3.5, S. 49). In beiden
untersuchten Datensatzen zeigen die Ergebnisse beider Tests nur geringe
Unterschiede der Mantel r-Werte und der Signifikanzwerte. Aufgrund dessen werden
die Ergebnisse der Manteltests in einem gemeinsamen Kapitel vorgestellt.

Fur den Test auf ,isolation by distance” wurden einfache Manteltests zwischen
genetischen und geographischen Distanzen mit 1000 Permutationen (R-PACKAGE V.
4.0 Casgrain & Legendre 2001) durchgefiihrt. Die paarweise genetische Distanz, der
linearisierte Fst (Fst /1-Fst) nach Rousset (1997) zwischen den untersuchten
Populationen, wurde auf Grundlage der Mikrosatelliten-Alleldaten errechnet. Als
geographische Distanz wurde die Luftliniendistanz zwischen den Populationen
verwendet (s. Tabelle 40).

Paarweise Fst-Werte und linearisierte Fsr-Werte zwischen den Populationen des
Gesamtdatensatzes sind in Tabelle 39 dargestellt. Die paarweisen Fsr-Werte und
linearisierten Fst-Werte zwischen den Populationen des Teildatensatzes sind
zusatzlich im Anhang, Kapitel 7.4, Tabelle 53 aufgelistet. In beiden Datensatzen
waren die hoéchsten paarweisen Fsr-Werte hauptsachlich zwischen den
Dornbuschpopulationen und den Kustenwaldpopulationen zu beobachten. Die
paarweisen Fst-Werte zwischen Populationen der Ubergangswaldzone und
Populationen des Dornbuschgebietes bzw. Populationen der Kistenwalder lagen im
mittleren  Bereich aller beobachteten Werte. Dabei wurden bei den
Populationspaaren Ako / MO01-M20 die hoéchsten Fsr- Werte festgestellt. Die
niedrigsten Fsr-Werte zwischen Populationen verschiedener Vegetationstypen
konnten bei den Paarungen der Dornbuschpopulation Akd mit den
Ubergangswaldpopulationen Ari, Amb, Ank, Ita, Voh, And und Ant beobachtet
werden. Innerhalb eines Vegetationstyps wiesen die Paarungen der
Kustenwaldpopulationen MO1 / M04-20 und MO1 / Pe die hochsten paarweisen Fst-
Werte auf. Die niedrigsten paarweisen Fst- Werte wurden bei Populationspaaren der
Kistenwalder M04-M20 beobachtet.

In Tabelle 37 sind die Ergebnisse des einfachen Manteltests mit genetischen und
geographischen Distanzen dargestellt. Die Ergebnisse fir alle untersuchten

Populationen zeigen eine starke und signifikante Korrelation zwischen den
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genetischen und geographischen Distanzen (Gesamtdatensatz: r= 0,746; p= 0,001/

Teildatensatz: r= 0,646; p= 0,004). In der graphischen Darstellung des

Gesamtdatensatzes (s. Abbildung 26) ist eine stetige Zunahme der genetischen

Distanz mit steigender geographischer Distanz zu erkennen.

Tabelle 37: Einfacher Manteltests

Datensatz n (Pop) geo. Dist. (km) gen. Dist. (FST/1-FST) Mantel r p
Teildatensatz 8 Luftlinie linearisierter FST 0,646 0,004
Gesamtdatensatz 27 Luftlinie linearisierter FST 0,746 0,001

Dargestellt sind die Ergebnisse der einfachen Manteltests zwischen genetischen und
geographischen Distanzen mit dem Teildatensatz (acht verwendete Populationen) und mit
dem Gesamtdatensatz (27 verwendete Populationen). n (Pop): Anzahl eingesetzter
Populationen; geo. Dist.: geographische Distanz; gen. Dist.: genetische Distanz;

Signifikanzniveau a= 0,05.
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Abbildung 26: Test auf ,isolation by distance" fir den Gesamtdatensatz

12

Dargestellt sind die geographischen Distanzen (x-Achse) gegen die genetischen Distanzen
(y-Achse) zwischen den untersuchten Populationen des Gesamtdatensatzes. Als genetische
Distanz wurde der linearisierte Fst (Fst / 1-Fst) zwischen den Populationen verwendet. Die

Trendlinie wurde nach der Methode der kleinsten Quadrate ermittelt. km: Kilometer.
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In partiellen Mantel-Tests mittels R-PACKAGE v. 4.0 (Casgrain & Legendre 2001)
(1000 Permutationen) wurde die Beziehung zwischen genetischen Distanzen und
geographischen Distanzen und Vegetationstypenunterschieden zwischen allen
Populationen getestet. Zum einen wurde die Korrelation zwischen genetischen
Distanzen und Vegetationstypenunterschieden unter Kontrolle der geographischen
Distanzen getestet und zum anderen die Korrelation zwischen genetischen und
geographischen Distanzen unter Kontrolle der Vegetationstypenunterschiede. Die in
Tabelle 38 dargestellten Ergebnisse beider Datensadtze zeigen eine signifikante
Korrelation zwischen genetischen und geographischen Distanzen unter Kontrolle der
Vegetationstypenunterschiede (Gesamtdatensatz: r= 0,376; p= 0,001/ Teildatensatz:
r= 0,36; p= 0,048). Dieses Ergebnis spricht flr ,solation by distance” innerhalb der
drei Vegetationstypen Dornbusch, Ubergangswald und Kustenwald. Eine starkere
signifikante  Korrelation  konnte  zwischen genetischen Distanzen und
Vegetationstypenunterschieden unter Kontrolle der geographischen Distanzen
festgestellt werden (Gesamtdatensatz: r= 0,690; p= 0,001/ Teildatensatz: r= 0,696;
p= 0,006). Durch diesen Test wurde die rAumliche Autokorrelation korrigiert. Dies war
notig, weil das Ergebnis des Tests auf ,solation by distance” auf raumliche
Autokorrelation hinwies. Der Vergleich der Ergebnisse beider Datensatze weist
daraufhin, dass die genetischen Distanzen zwischen den untersuchten Populationen
in einem starkeren Zusammenhang mit dem Vegetationstyp stehen, als mit der

geographischen Distanz.

Tabelle 38: Partielle Manteltests

Datensatz Matrix A Matrix B Matrix C Mantel r p

gen. Dist. (Fst/1- Vegetationstyp geo. Dist. (Luftlinie) 0,696 0,006
Teildatensatz Fst)

gen. Dist. (Fst/1- geo. Dist. Vegetationstyp 0,36 0,048
Fst) (Luftlinie)

gen. Dist. (Fs1/1- Vegetationstyp  geo. Dist. (Luftlinie) 0,69 0,001
Gesamtdatensatz Fst)

gen. Dist. (Fst/1- geo. Dist. Vegetationstyp 0,376 0,001
Fst) (Luftlinie)

Dargestellt sind die Ergebnisse der partiellen Manteltests zwischen genetischen Distanzen
und Vegetationstypunterschieden unter Kontrolle der geographischen Distanzen und
zwischen genetischen und geographischen Distanzen unter Kontrolle der
Vegetationstypunterschiede mit dem Teildatensatz (acht verwendete Populationen) und mit
dem Gesamtdatensatz (27 verwendete Populationen). Getestet wurde der Zusammenhang
zwischen den Distanzen in Matrix A und B unter Kontrolle der Matrix C. geo. Dist.:
geographische Distanz; gen. Dist.: genetische Distanz; Signifikanzniveau a= 0,05.
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Tabelle 39: Paarweise Fsr-Werte- Geamtdatensatz

Ergebnisse

Mv Be Ani Arv  Akd Ars Elo Amp lta Amb Ant Ako And Ari Voh Ank Anj Pe M04 MO5 M06 MO7 MI13 M15 M16 M20 MO1
Mv 0,1109 0,0340 0,0660 0,0410 0,0370 0,0435 0,0638 0,1177 0,1485 0,1119 0,1773 0,1072 0,1610 0,0954 0,1259 0,2303 0,2134 0,2711 02830 0,3017 0,3567 0,3026 0,2716 0,3332 0,3028 0,3806
Be 0,0998 0,0872 0,1051 0,0967 0,1017 0,0993 0,0988 0,1618 0,1767 0,1596 0,2522 0,1570 0,2069 0,1414 0,1758 02791 0,2665 0,3158 0,3208 0,3240 0,4021 0,3417 0,3014 0,3734 0,3394 0,4296
Ani 0,0329 0,0802 0,0433 0,0275 0,0467 0,0394 0,0632 0,871 0,1215 0,0943 0,1473 0,0905 0,1231 0,0877 0,1034 0,1770 0,1675 0,1966 0,2220 0,2453 0,2887 0,2439 0,2237 0,2658 0,2312 0,2940
Arv. 00619 10,0951 0,0415 0,0201 0,0046 0,0200 0,0289 0,0877 0,1071 10,0823 0,1199 0,0866 0,1173 0,0945 0,1050 0,1756 0,2022 0,2450 02661 0,2817 0,2995 0,2692 0,2505 0,2995 0,2607 0,3135
Akd 00394 00882 00268 0,0197 0,0157 0,0177 0,0260 0,0604 00740 0,0574 0,1142 0,0578 0,0805 0,0595 0,0663 0,1452 0,1339 0,1774 0,1992 0,2206 02617 0,2148 0,2009 0,2311 0,2132 0,2837
Ars 00357 0,923 00446 0,0046 0,0155 0,0188 0,0203 0,0993 0,1263 0,0949 0,1355 0,0994 0,1335 0,0973 0,1157 0,1893 0,1816 0,2213 0,2396 02579 0,2702 0,2473 0,2343 0,2723 0,2463 0,2957
Elo 0,0417 0,0903 10,0379 0,0196 0,0174 0,0185 0,0206 0,1052 0,1181 10,0883 0,1623 0,1023 0,1222 0,0949 0,1006 0,1555 0,1650 0,1889 02031 0,2261 0,2463 0,2168 0,2034 0,2436 0,2167 0,2905
Amp 00600 00899 00594 00281 0,0253 0,0199 0,0202 0,1355 0,1590 0,1216 0,1960 0,1321 0,1506 0,1218 0,1316 02204 0,2117 0,2947 03001 0,3132 0,3444 0,3103 0,2752 10,3387 0,2950 0,3770
Ita 0,1053 0,1393 0,0801 0,0806 0,0570 0,0903 0,0952 0,1193 0,0257 0,0096 0,0701 0,0119 0,0324 0,0148 0,0316 0,0909 0,1142 0,1514 0,558 0,1743 0,2019 0,1714 0,1658 0,2042 0,1784 0,2393
Amb 01293 01502 0,1083 0,0967 0,0689 0,1121 0,1056 0,1372 0,0251 0,0282 0,0703 0,0335 0,0437 0,0309 0,0379 0,0813 0,1201 0,1592  0,1605 0,1667 0,2016 0,1744 0,1586 0,2054 0,1774 0,2192
Ant 01006 0,1376 0,0862 0,0760 0,0543 0,0867 0,0811 0,1084 0,0095 0,0274 0,0550 0,0055 0,0128 0,0157 0,0152 0,0516 0,0775 0,1203 0,1276 0,1339 0,1474 0,1331 0,1246 0,1609 0,1434 0,2080
AKO 01506 0,2014 0,1284 0,071 0,1025 0,1193 0,1396 0,1639 0,0655 0,0657 0,0521 0,0424 0,0837 0,0666 0,0676 0,1488 0,1983 0,2713 0,2644 002767 0,2873 0,2528 0,2552 0,3101 0,2760 0,2824
And 00968 0,1357 0,0830 0,0797 0,0546 0,0904 0,0928 0,1167 0,0118 0,0324 0,0055 0,0407 0,0169 00170 0,0186 0,0878 0,1031 0,1375 0,1361 0,1490 0,1734 0,522 0,1400 0,1773 0,1525 0,1942
Ari 0,1387 0,1714 0,1096 0,1050 0,0745 0,1178 0,1089 0,1309 0,0314 0,0419 0,0126 0,0772 0,0166 0,0336 0,0220 0,0867 0,036 0,1501 0,1663 0,1755 0,2265 0,1791 0,1557 10,1943 0,1621 0,2256
Voh 00871 01239 00806 0,0863 00562 0,887 0,0867 0,1086 0,0146 0,0300 0,0155 0,0624 0,0167 0,0325 0,0246 0,0984 0,883 0,1331 0,1405 0,1391 0,1692 0,1391 0,1298 0,1652 0,1352 0,1977
Ank 01118 0,495 0,937 0,0950 0,0622 0,1037 0,0914 0,1163 0,0306 0,0365 0,0150 0,0633 0,0183 0,0215 0,0240 0,0609 0,0753 0,1145 0,1270 0,1301 0,1573 0,1260 0,1140 0,1451 0,1191 0,1714
Anj 0,1872 0,2182 0,1504 0,1494 0,1268 0,1592 0,1346 0,1806 0,0833 0,0752 0,0491 0,1295 0,0807 0,0798 0,0896 0,0574 0,0965 0,1395 0,1593 0,1670 0,1983 0,1348 10,1291 0,1722 0,1608 0,2237
Pe 0,1759 0,2104 0,1435 0,1682 0,1181 0,1537 0,1416 0,1747 0,1025 0,1072 0,0719 0,1655 0,0935 0,0939 0,0811 0,0700 0,0880 0,0857 0,1013 0,0921 0,1285 0,0979 0,0750 0,0846 0,0913 0,1766
MO4 02133 02400 0,1643 0,1968 0,1507 0,1812 0,1589 0,2276 0,1315 0,1373 0,1074 0,2134 0,1209 0,1305 0,1175 0,1027 0,1224 0,0789 0,0073 0,0206 0,0990 0,0286 0,0423 0,0274 0,0350 0,1792
MO5 02206 02429 0,1817 02102 0,1661 0,1933 0,1688 0,2308 0,1348 10,1383 0,1132 0,2091 0,1198 0,1426 0,1232 0,1127 0,1374 0,0920 0,0072 0,0040 0,0506 -0,0024 0,0256 0,0125 0,0319 0,1946
MO6 02318 02447 0,1970 02198 0,1807 0,2050 0,1844 02385 0,1484 0,1429 0,1181 02167 0,1297 0,1493 0,1221 0,1151 0,1431 0,0843 0,0202  0,0040 0,0269 0,0118 0,0041 0,0036 0,0193 0,1567
MO7 02629 02868 0,2240 02305 0,2074 0,2127 0,1976 0,2562 0,1680 0,1678 0,1285 0,2232 0,1478 10,1847 0,1447 0,1359 0,1655 0,1139 0,0901  0,0482 0,0262 0,0592 0,0653 0,0532 0,0978 0,2238
M13 02323 02547 01961 02121 0,1768 0,1983 0,1782 0,2368 0,1463 0,1485 0,1175 0,2018 0,1321 0,1519 0,1221 0,1119 0,1188 0,0892 0,0278 -0,0024 0,0117 0,0559 0,0149 0,0117 0,0154 0,1862
M15 02136 02316 0,1828 02003 0,1673 0,1898 0,1690 0,2158 0,1422 0,1369 0,1108 0,2033 0,1228 10,1347 0,1149 0,1023 0,1143 0,0698 0,0406 0,0250 0,0041 0,0613  0,0147 0,0187 10,0051 0,1589
M16 02499 02719 02100 02305 0,877 02140 0,1959 0,2530 0,1696 0,1704 0,1386 0,2367 0,1506 0,1627 0,1418 0,1267 0,1469 0,0780 0,0267 0,0123 0,0036 0,0505 0,0116 0,0184 0,0157 0,1539
M20 02324 02534 01878 02068 0,1757 0,1976 0,1781 02278 0,1514 0,1507 0,1254 02163 0,1323 10,1395 0,1191 0,1064 0,1385 0,0837 0,0338 0,0309 0,0189 0,0891 0,0152 0,0051 0,0155 0,1440
MO1 00,2757 0,3005 02272 0,2387 0,2210 0,2282 0,2251 0,2738 0,1931 0,1798 0,1722 0,2202 0,1626 0,1841 0,1651 0,1463 0,1828 0,1501 0,1520  0,1629 0,1355 0,1829  0,1570 0,1371 0,1334 0,1259

Unterhalb der Diagonalen
27 untersuchten Populationen dargestellt.

sind die paarweisen Fsr-Werte und oberhalb der Diagonalen sind die linearisierten paarweisen Fsr-Werte zwischen den
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Tabelle 40: Geographische Distanzen- Gesamtdatensatz

Ergebnisse

Mv Be Ani  Arv.  Akd Ars Elo Amp Ita Amb Ant Ako And Ari Voh Ank Anj Pe M04 MO5 MO06 MO7 M13 M15 M16 M20
Mv
Be 29,7
Ani 28,7 18,6
Arv 58,7 33 31,7
Akd 50,3 24,1 24,8 8,87
Ars 55,2 29,2 28,7 3,8 5,08
Elo 52,8 279 258 595 4,62 327
Amp 64,2 37,7 376 596 139 9,07 119
Ita 493 238 231 945 2,09 586 4,05 15
Amb 57,7 279 30,1 3,09 939 4,95 5722 8,4 9,26
Ant 64,1 386 368 559 145 935 114 354 15 6,68
Ako 66,3 40,3 39,3 765 163 11,2 136 295 17,1 9,32 2,73
And 62,5 37,1 352 4,09 13 79 9,76 4,08 135 514 1,63 4,19
Ari 63,3 38,2 359 5,16 14 8,95 10,7 4,57 145 5,8 1,2 391 1,12
Voh 66,8 40 40,4 8,79 165 11,8 14,7 2,82 17,6 11,2 543 3,22 6,47 6,59
Ank 66,1 413 399 8,36 17,3 12,1 13,7 6,26 17,6 8,66 3,13 3,84 4,27 319 7,04
Anj 69,1 45 411 12,3 21 16 17,2 10,2 21,2 12 726 7,41 8,27 7,18 104 4,09
Pe 78,4 57,2 49,7 26 342 295 298 246 338 248 216 218 224 213 245 185 145
M04 90,7 74,2 62,8 459 53,1 49 48,4 455 522 44 42,2 428 42,8 41,7 456 39,2 353 21,2
MO05 90,5 74,1 62,6 459 53 49 485 455 522 441 423 429 428 418 457 393 354 213 0,35
MO06 89,9 73,6 62 455 52,6 48,5 48 452 51,7 436 419 425 424 414 454 389 351 21 0,97 0,7
MO7 90,4 744 62,6 46,4 534 494 48,8 46,1 52,6 44,4 429 435 434 423 46,4 399 36 22 1,33 1 0,97
M13 88,4 71,3 60,3 425 498 456 452 42 49 40,7 388 393 394 383 421 357 318 17,7 3,52 3,65 348 445
M15 87,8 71 59,8 42,7 49,8 45,7 452 42,3 49 40,8 39,1 396 396 385 425 36,1 322 18,2 324 3,26 288 383 1,22
M16 87 704 59 42,1 49,2 451 446 419 484 40,2 38,6 39,2 39 38 421 356 31,8 179 3,83 381 333 424 184 0,8
M20 87,4 71 59,5 432 50,1 46,2 456 43,1 493 412 398 405 40,2 39,2 434 36,8 33 19,2 332 315 252 3,27 29 168 1,43
M01 97,8 81,6 70 53 60,3 56,1 557 522 595 51,2 491 495 49,7 487 5272 46 42 27,7 737 745 807 7,42 105 10,6 11,2 10,6

Dargestellt sind die geographischen Luftliniendistanzen in Kilometer fir die 27 untersuchten Populationen.
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3.3.3.5 Hauptkoordinaten- und Hauptkomponentenanalyse

Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse der Hauptkoordinatenanalyse
(principal coordinates analysis, PCoA) und der Hauptkomponentenanalyse
(principal components analysis, PCA) wurden ausschliel3lich mit dem
Gesamtdatensatz durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Hauptkoordinatenanalyse (principal coordinates analysis,
PCoA) sind in Abbildung 27 und Abbildung 28 visualisiert. Die ersten drei
Dimensionen der PCoA erklarten 85,27 % der Gesamtvarianz, wobei die erste
Dimension 55,54 % der Varianz erklarte, die zweite 21,8 % und die dritte 7,93 %. Die
in Abbildung 27 dargestellten Ergebnisse flr die ersten beiden Dimensionen zeigen
eine Trennung der untersuchten Populationen in drei Clustern. Die Populationen My,
Be, Elo, Akd, Ars, Arv und Amp clustern zu einer Dornbuschgruppe, die Populationen
Ita, Amb, Ant, Ari, And, Ako, Voh, Ank und Anj bilden ein Ubergangswald-Cluster und
die Populationen Pe und MO01-M20 bilden ein Kustenwald-Cluster. Einzelne
Populationen der beschriebenen Cluster sind separiert von ihren jeweiligen Gruppen.
Dazu gehoren die Populationen Anj und Ako aus dem Ubergangswald-Cluster und
die Populationen Pe und M 01 aus dem Kustenwald-Cluster (s. Abbildung 27).
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Abbildung 27: Hauptkoordinatenanalyse (Dimensionen 1 & 2)

Dargestellt ist die Hauptkoordinatenanalyse der ersten beiden Dimensionen auf Basis der
Alleldaten des Gesamtdatensatzes. Als paarweise genetische Distanz zwischen
Populationen wurde Nei's standard genetic distance Nei's D (Nei 1972) verwendet. (erklarte
Varianz: Dimension 1: 55,54 %, Dimension 2: 21,8 %). 102



Ergebnisse

Die Trennung der 27 untersuchten Populationen in drei Clustern wird durch die
Hinzunahme der dritten Dimension bestétigt (s. Abbildung 28). In dieser Abbildung ist
die separate Position der Ubergangswaldpopulation Anj und der
Kistenwaldpopulationen Pe und MO1 ebenfalls zu erkennen. Die Separation dieser
Populationen auf Grundlage der ersten drei Dimensionen der PCoA spiegelt sich
auch in ihrer geographischen Verteilung wieder. Die Population Anj, am westlichen
Lavasoa-Gebirge gelegen, stellt gleichzeitig auch die Ostlichste
Ubergangswaldpopulation dar. Die Populationen Pe und MO1 liegen westlich bzw.
Ostlich der Kistenwaldpopulationen M04-M20 und sind dadurch geographisch von
diesen getrennt (s. Abbildung 3, S. 22).
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Abbildung 28: Hauptkoordinatenanalyse (Dimensionen 1, 2 & 3)

Dargestellt ist die Hauptkoordinatenanalyse der ersten drei Dimensionen des
Gesamtdatensatzes. Als paarweise genetische Distanz zwischen Populationen wurde Nei's
standard genetic distance Nei's D (Nei 1972) verwendet. (erklarte Varianz: Dimension 1:
55,54 %, Dimension 2: 21,8 % & Dimension 3: 7,93 %).
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Die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse (principal components analysis,
PCA) sind in Abbildung 29 und Abbildung 30 dargestellt. Die ersten drei
Komponenten der PCA erklarten 66,22 % der Gesamtvarianz, wobei auf die erste
Komponente 42,5 %, auf die zweite 17,31 % und auf die dritte 6,41 % der
Gesamtvarianz entfiel. Die Positionierung der 27 untersuchten Populationen in der
PCA st vergleichbar mit dem Verteilungsmuster der Populationen in der oben
dargestellten PCoA. In Abbildung 29 ist zu erkennen, dass die Populationen der
Vegetationstypen Dornbusch, Ubergangswald und Kustenwald durch die ersten
beiden Komponenten voneinander getrennt werden. Die Populationen der drei
untersuchten Vegetationstypen bilden jeweils separate Cluster mit den Populationen
Mv, Be, Elo, Akd, Ars, Arv und Amp im Dornbusch-Cluster, den Populationen Ita,
Amb, Ant, Ari, And, Ako, Voh, Ank und Anj im Ubergangswald-Cluster und den
Populationen Pe und M01-M20 in einem Kustenwald-Cluster. Eine abseitige Position
von ihren jeweiligen Cluster zeigen die Ubergangswaldpopulation Anj und die
Kistenwaldpopulationen M0O1 und Pe. Dieses Muster spiegelt die geographische
Lage dieser Populationen wieder. Der Zusammenhang zwischen dem
Verteilungsmuster der Populationen Anj, Pe und MO1 und der geographischen Lage
dieser Populationen wurde bei der PCoA naher erlautert.

In Abbildung 30 sind die Ergebnisse der PCA fir die ersten drei Komponenten
dargestellt. Durch die Hinzunahme der dritten Komponente wird das oben
dargestellte Ergebnis der ersten beiden Komponenten bestatigt. Die ersten drei
Komponenten trennen die untersuchten Populationen in drei Clustern, einem
Dornbusch-Cluster, einem Ubergangswald-Cluster und einem Kustenwald-Cluster.
Die Populationen der drei Clustern entsprechen der oben beschriebenen
Zusammensetzung. Auch hier féallt auf, dass die Kistenwaldpopulation Pe und die
Ubergangswaldpopulation Anj eine separate Position von ihrem jeweiligen Cluster
einnehmen. Dies konnte wiederum durch die geographische Lage dieser

Populationen erklart werden.
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Abbildung 29: Hauptkomponentenanalyse (PCA) (Komponente 1 & 2)

1.5

Dargestellt ist die PCA der ersten beiden Komponenten auf Grundlage der Alleldaten der
neun Mikrosatellitenloci fur die 27 untersuchten Populationen. (erklarte Varianz: Komponente

1: 42,50 %, Komponente 2: 17,31 %).
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Abbildung 30: Hauptkomponentenanalyse (PCA) (Komponente 1, 2 & 3)

Dargestellt ist die PCA der ersten drei Komponenten auf Grundlage der Alleldaten der neun
Mikrosatellitenloci fir die 27 untersuchten Populationen. (erklarte Varianz: Komponente 1:

42,50 %, Komponente 2: 17,31 %, Komponente 3: 6,41 %)
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3.3.3.6 Philopatrie und Emigration bei Microcebus griseorufus

Fir den Test auf ,sex-biased dispersal® wurde der mean Assignment-Index
(meanAlc) mit dem Programm FSTAT v. 2.9.3.2 (Goudet 2002) errechnet. Verwendet
wurden die Alleldaten der neun Mikrosatellitenloci adulter Weibchen und Mannchen
der Dornbuschpopulationen Ani, Elo, Ars, Arv, Akd und Tsi. Die in Tabelle 41
dargestellten meanAlc-Werte zeigen, dass die Weibchen den jeweiligen
Populationen besser zugeordnet werden als die Mannchen. Fir den meanAlc konnte
ein signifikanter Unterschied zwischen Mannchen und Weibchen festgestellt werden.
Diese Ergebnisse sprechen fir weibliche Philopatrie und ,male-biased dispersal” bei

den untersuchten Populationen der Art Microcebus griseorufus.

Tabelle 41: , Sex-biased dispersal“-Test fur die Art Microcebus griseorufus

Weibchen Mannchen p
meanAlc 0,4391 -0,4976 0,0389
Dargestellt sind die Ergebnisse der Analyse auf ,sex-biased dispersal” fur die Art Microcebus

griseorufus (eingesetzte Populationen: Ani, Elo, Ars, Arv, Akd & Tsi). meanAlc: mean
Assignment-Index; Signifikanzniveau: a= 0.05.

3.3.3.7 Bayes’sche Clusteranalysen

Fur die Populationsstrukturanalysen wurden Bayes'sche Clusterverfahren mit
STRUCTURE V. 2.1 (Pritchard et al. 2000) und NEwHYBRIDS v. 1.0 (Anderson &
Thompson 2002) durchgefuihrt. Das Bayes'sche Clusterverfahren mit STRUCTURE
wurde mit dem Teil- und Gesamtdatensatz durchgefuhrt. Die
Populationsstrukturanalyse mit NEwHYBRIDS wurde nur mit dem Gesamtdatensatz
durchgefiihrt. Die Durchfihrung der Strukturanalysen mit STRUCTURE und
NEWHYBRIDS ist in Kapitel 2.8.3.8 auf der Seite 51 beschrieben.

Die Populationsstrukturanalyse mit STRUCTURE wurde mit beiden oben
beschriebenen Datenséatzen nach der gleichen Methode durchgefiihrt. Die erzielten
Ergebnisse fur die gemeinsam verwendeten Populationen zeigen insgesamt starke
Ubereinstimmungen. Leichte Abweichungen ergaben sich bei den ,membership
coefficients” einzelner Individuen. Dennoch zeigen die Zuordnungsmuster dieser
Individuen in beiden Datensétzen die gleiche Tendenz (s. Abbildung 32-35).
Aufgrund dessen werde die Ergebnisse fur beide Datensatze in einem gemeinsamen
Abschnitt vorgestellt. Die Ergebnisse fir K=2 und K=3 beider Datenséatze werden im
Folgenden jeweils in separaten Abbildungen illustriert (s. Abbildung 32-35).

Fiur die Strukturanalysen mit STRUCTURE wurde zunachst die angemessene Anzahl
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an Clustern (K) abgeschatzt. Um die zuoberst liegende Struktur und somit die
optimale Anzahl an Clustern zu ermitteln, wurde die in Kapitel 2.8.3.8 auf der Seite
51 beschriebene ad hoc Statistik AK nach Evanno et al. (2005) verwendet. In
Abbildung 31 sind zum einen die Mittelwerte der posterioren Wahrscheinlichkeiten
L(K) und zum anderen die AK-Werte gegen die Einzelwerte von K aufgetragen. Die in
dieser Abbildung dargestellten Ergebnisse sind auf Grundlage des
Gesamtdatensatzes entstanden. Diese sind jedoch vergleichbar mit denen des
Teildatensatzes. Die mit beiden Datensatzen nach Evanno et al. (2005) errechneten
Werte fir AK zeigen ein Maximum bei K=2. Auf Grundlage der ad hoc Statistik AK
reprasentieren also zwei Cluster die zuoberst liegende Struktur in den untersuchten
Datensatzen. Der Vergleich der Ergebnisse der Mittelwerte der posterioren
Wahrscheinlichkeiten L(K) und der AK-Werte konnten aber auch fur K=3 als
alternative Clusteranzahl sprechen.
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Abbildung 31: Ermittlung der Anzahl der Cluster (K) nach Evanno et al. (2005)

Dargestellt sind die mittleren posterioren Wahrscheinlichkeiten L(K) (schwarz) fir
verschiedene K die durch jeweils zehn unabhangige Laufe ermittelt wurden. A K (rot): Ad
hoc Statistik fur die Ermittlung der Anzahl an Clustern (K), die der zuoberst liegenden
Struktur im untersuchten Datensatz entspricht (Evanno et al. 2005). K: Anzahl der Cluster; S:
Standardabweichung.

Die von STRUCTURE 2.1 (Pritchard et al. 2000) fur den Gesamtdatensatz tUber zehn

unabhangige Laufe fir K=2 errechneten ,membership coefficients* der Individuen

waren ebenso wie die posterioren Wahrscheinlichkeiten Ln P(D) untereinander sehr
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ahnlich. Auch fir K=3 unterschieden sich die ,membership coefficients* und Ln P(D)-
Werte Uber zehn unabhangige Laufe nur minimal. Dabei betrug die mittlere
posteriore Wahrscheinlichkeit fur zwei Cluster (K=2) -21028,57 (S: 0,8)
(Teildatensatz: -6053,12 (S: 1,2)) und fur drei Cluster (K=3) -19665,64 (S: 2)
(Teildatensatz: -5777,04 (S: 1,13)). Die von STRUCTURE fur den untersuchten
Datensatz mit K=2 und K=3 dargestellten Parameter Ln P(D) und log (a) zeigten
nach einer ,Burn-in“-Phase einen nahezu konstanten Verlauf. Die Uber Generationen
konstant verlaufenden Werte der einzelnen Parameter sprechen dafiir, dass die im
Folgenden dargestellten Ergebnisse flir K=2 und K=3 eine reale Populationsstruktur
widerspiegeln (nach Pritchard & Wen 2004). Die durch unabhangige Laufe
ermittelten ,membership coefficients” jedes Individuums fur K=2 und K=3 wurden mit
Hilfe des Programms CLUMPP v. 1.1.1 (Jakobsson & Rosenberg 2007) gemittelt und
in Form von Balkendiagrammen visualisiert. Dabei représentiert jeder einzelne
Balken die durchschnittlichen ,membership coefficients* eines Individuums. In
Abbildung 33 und Abbildung 35 sind die ,membership coefficients* der untersuchten
Individuen des Gesamtdatensatzes zu den jeweiligen Clustern K=2 bzw. K=3
dargestellt. Zusatzlich sind die ,membership coefficients* der Individuen der neun
Populationen des Teildatensatzes zu den jeweiligen Clustern K=2 bzw. K=3 illustriert
(Abbildung 32 & Abbildung 34).

Die Ergebnisse fur K=2 (s. Abbildung 32 & Abbildung 33) beider untersuchten
Datenséatze zeigen, dass die meisten Individuen der Dornbuschpopulationen Mv, Be,
Ars, Akd, Elo, Arv, Amp und Ani eindeutig zu einem Cluster zugeordnet werden und
die Mehrzahl der Individuen der Kustenwaldpopulationen Pe und M01-M20 in einem
zweiten Cluster zusammengefasst werden. Die Ausnahmen bilden zwei Individuen
der Dornbuschpopulation Ani, ein Individuum der Population Ars und zwei Individuen
der Kustenwaldpopulation Pe, die einen intermedidren ,membership coefficient”
zwischen den beiden Clustern aufweisen. Die Individuen der Populationen der
Ubergangswaldzone Ita, Amb, Ant, Ari, And, Ako, Voh, Ank und Anj zeigen eine
insgesamt heterogene Verteilung der ,membership coefficients* mit Individuen, die
entweder eindeutig zu einem der beiden Cluster zugeordnet werden, oder ein
gemischtes Verteilungsmuster zwischen dem Dornbusch- und Kustenwaldcluster
aufweisen. Der Uberwiegende Teil der Individuen der Ubergangswaldpopulationen
bildet ein gemeinsames Cluster mit den Individuen der Dornbuschzone. Dieses

Ergebnis steht im Kontrast zu dem auf Grundlage mitochondrialer Sequenzdaten
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beobachteten Verteilungsmuster. Auf Basis der mitochondrialen Daten der HVR 1
bildeten die Individuen der Ubergangswaldzone einen gemeinsamen Clade mit den
Microcebus murinus Individuen der Kistenwaldgebiete (s. Abbildung 32 & 33, &
Kapitel 3.2.3, S. 68).

Die in Abbildung 34 und 35 dargestellten Ergebnisse fur K=3 zeigen eine Zuordnung
der Individuen in drei Clustern, die weitgehend ihrer Vegetationstypzugehdorigkeit
entspricht. Dabei bilden die Individuen der Dornbuschpopulationen und die
Individuen der Kiustenwalder zwei separate Cluster, die auch unter dem K=2 Modell
beobachtet wurden (s.0.). Unter der Annahme, dass K=3 die zuoberst liegende
Struktur der Daten reprasentiert, werden die Individuen der Ubergangswaldzone
mehrheitlich in ein eigenes drittes Ubergangswaldcluster zugeordnet. Innerhalb der
untersuchten Dornbuschpopulationen werden funf Individuen eindeutig dem
Ubergangswaldcluster zugeordnet. Dabei handelt es sich um die Individuen der
Populationen Akd, Ars und Elo, die auf Grundlage der mitochondrialen Sequenzen
der Art Microcebus murinus angehoren. Ein Individuum der
Ubergangswaldpopulation Ant wird eindeutig dem Dornbuschcluster zugewiesen. In
der phylogenetischen Rekonstruktion mit mitochondrialen Haplotypen der HVR 1
Region wurde dieses Individuum eindeutig dem Microcebus griseorufus clade
zugeordnet. Diese Ergebnisse unterstreichen die Aussagekraft der in dieser Arbeit
verwendeten  Alleldaten der neun  Mikrosatellitenloci.  Innerhalb  des
Ubergangswaldclusters zeigen einige Individuen einen gemischten ,membership
coefficient* mit Individuen, die anteilig zu allen drei Clustern zugeordnet werden, aber
auch mit Individuen, die in unterschiedlich starkem MafRe zum Dornbusch- und
Ubergangswaldcluster oder zum Dornbusch- und Kustenwaldcluster oder zum
Ubergangswald- und Kiistenwaldcluster zugeordnet werden. Unter dem K=3 Modell
zeigen die Individuen der Kistenwaldpopulation Pe eine gemischte Zuordnung.
Einige Individuen werden mit hohen ,membership coefficients” entweder dem
Klstenwaldcluster oder dem Ubergangscluster zugeordnet. Andere wiederum zeigen
einen intermedidren ,membership coefficient* zwischen den beiden Clustern. Die
geographische Lage der Kistenwaldpopulation Pe an der 6stlichen Grenze der
Ubergangswaldzone konnte eine mogliche Erklarung fur die Zuordnung einiger
Individuen dieser Population zum Ubergangswaldcluster darstellen. Fur K=3 werden
alle untersuchten Individuen der Kistenwaldpopulationen M01-M20 eindeutig dem

Kistenwaldcluster zugeordnet.
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Mitochondriale Haplotypen

Mikrosatelliten Genotypen

My | Be [ Amp Ank Anj Pe M16 MO1

Mitochondriale Haplotypen: Mikrosatelliten Genotypen:
B v griseorutus . Cluster 1

. . murinus . Cluster 2

Abbildung 32:,, Membership coefficients* & mitochondriale Haplotypen im Teildatensatz (STRUCTURE/ K=2)
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Dornbuschpopulationen

Mitochondriale Haplotypen Mitochondriale Haplotypen:
. M griseorufus

B~ mwrinus
Mikrosatelliten Genotypen:
B custer 1

B custer2

Mikrosatelliten Genotypen

Be Mv Amp Arv Akd Ars Elo Ani

Mitochondriale Haplotypen

Abbildung 33: ,Membership coefficients* & mitochondriale Haplotypen im Gesamtdatensatz (STRUCTURE/ K=2)
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Mitochondriale Haplotypen

Mikrosatelliten Genotypen

My | Be [Amp [g Ank

Mikrosatelliten Genotypen: Mitochondriale Haplotypen:
I Cluster1 B V. griseorufus

B Cluster2 . M. murinus

. Cluster 3

Abbildung 34: ,Membership coefficients” & mitochondriale Haplotypen im Teildatensatz (STRUCTURE/ K=3)
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Dornbuschpopulationen

Mitochondriale Haplotypen Mitochondriale Haplotypen:
. M. griseorufus

Mikrosatelliten Genotypen - WL murinus

e = _ — |
‘ ‘ Mikrosatelliten Genotypen:
kd

. Cluster 1
| Cluster 2
- Cluster 3

Ubergangswaldpopulationen

Mitochondriale Haplotypen

Mikrosatelliten Genotypen

Ita Amb Ant Ako And Ari Voh Ank Anj

Kiistenwaldpopulationen

Mitochondriale Haplotypen

Mikrosatelliten Genotypen
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Abbildung 35: ,Membership coefficients* & mitochondriale Haplotypen im Gesamtdatensatz (STRUCTURE/ K=3)
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Die Strukturanalyse mit Hilfe des Programms NEwHYBRIDS v. 1.0 (Anderson &
Thompson 2002), die ausschlief3lich mit dem Gesamtdatensatz durchgefiihrt wurde,
diente der direkten Identifikation von Hybrid-Individuen zwischen den beiden Arten
Microcebus murinus und M. griseorufus. Bei diesem Bayes'schen Verfahren wird
jedes untersuchte Individuum anhand errechneter posteriorer Wahrscheinlichkeiten
sechs Klassen von Genotypfrequenzen zugeordnet: den zwei reinerbigen Klassen
(Pure 1 & Pure Il), der F;-Hybrid-Klasse (F1), der F,-Hybrid-Klasse (F;) und den
beiden Ruckkreuzer-Klassen (Backcross | & Backcross ).

Die von NEWHYBRIDS errechneten posterioren Wahrscheinlichkeiten fur die
untersuchten Individuen sind in den Tabellen 54-56 (s. Anhang, Kapitel 7.5, S. 176)
und in Balkendiagrammen in Abbildung 36 dargestellt. Die dargestellten Ergebnisse
zeigen ein ahnliches Zuordnungsmuster der Individuen wie die mit STRUCTURE v. 2.1
(Pritchard et al. 2000) fir K=2 erzielten Ergebnisse. Die Individuen der
Dornbuschpopulationen Mv, Be, Ars, Akd, Elo, Arv, Amp und Ani (s. Tabelle 54,
Anhang, Kapitel 7.5, S. 176 & Abbildung 36) werden mehrheitlich und mit hohen
posterioren Wahrscheinlichkeiten von dber 0,8 der Art Microcebus griseorufus
zugeordnet. Drei Individuen dieser Populationen werden mit unterschiedlich hohen
posterioren Wahrscheinlichkeiten als Art Microcebus griseorufus oder F,-Hybrid
identifiziert.

Der Art Microcebus murinus werden die Individuen der Kistenwaldpopulationen
MO01-M20 fast vollstandig und mit sehr hohen posterioren Wahrscheinlichkeiten tber
0,8 zugeordnet (s. Tabelle 56, Anhang, Kapitel 7.5, S. 176 & Abbildung 36). Diese
Verteilungsmuster wurden auch in phylogenetischen Baumrekonstruktionen auf
Basis mitochondrialer Haplotypen festgestellt (s. Abbildung 36 & Kapitel 3.2.3, S. 68).
In der Kustenwaldpopulation Pe konnte neben einer hohen Anzahl an Microcebus
murinus-artigen Individuen auch eine Vielzahl an F2- Hybriden beobachtet werden.
Das Verteilungsmuster der Individuen dieser Population ist in beiden
Strukturanalysen mit NEwHYBRIDS und mit STRUCTURE flur K=3 sehr ahnlich. Die mit
NEWHYBRIDS identifizierten F2-Hybride werden in der Strukturanalyse (K=3) mit
STRUCTURE dem Ubergangswaldcluster zugewiesen. Dabei erreichen die
errechneten posterioren Wahrscheinlichkeiten und die ,membership coefficients* fur
jedes untersuchte Individuum ein vergleichbar hohes Niveau.

Die in Tabelle 55 (s. Anhang, Kapitel 7.5, S. 176) und Abbildung 36 dargestellten
Ergebnisse fiir die Individuen der Populationen der Ubergangswaldzone Ita, Amb,
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Ant, Ari, And, Ako, Voh, Ank und Anj zeigen ein uneinheitliches Verteilungsmuster.
Auf Grundlage der posterioren Wahrscheinlichkeiten bilden 171 der insgesamt 204
Ubergangswaldindividuen (84 %) ein gemeinsames Microcebus griseorufus-Cluster
mit den Individuen der Dornbuschzone. Dieses Zuordnungsmuster wird durch
posteriore Wahrscheinlichkeiten tber 0,8 und durch die in der Strukturanalyse mit
STRUCTURE (Pritchard et al. 2000) fur K=2 erzielten Ergebnisse unterstuitzt.

Im Gegensatz zu diesen auf Grundlage der nuklearen Mikrosatellitenloci erzielten
Ergebnissen wurden dieselben Individuen mit mitochondrialen Sequenzdaten der Art
Microcebus murinus zugeordnet. Von den restlichen 33 Individuen werden insgesamt
acht mit posterioren Wahrscheinlichkeiten tber 0,8 als F2- Hybride bestimmt. Die
verbleibenden 25 Ubergangswaldindividuen zeigen eine gemischte Zuordnung.
Diese werden mit unterschiedlich hohen posterioren Wahrscheinlichkeiten als F2-
Hybride und als Art Microcebus griseorufus identifiziert. Eine groRe Anzahl an F2-
Hybridindividuen mit unterschiedlich hohen posterioren Wahrscheinlichkeiten konnte
in der Population Anj festgestellt werden. Die in dieser Ubergangswaldpopulation als
F2-Hybride identifizierten Individuen wurden mit STRUCTURE fir K=2 dem
Kistenwaldcluster zugeordnet. Im gesamten Datensatz konnten keine F1- Hybride
oder Ruckkreuzer beobachtet werden.
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Dornbuschpopulationen

Mitochondriale Haplotypen Mitochondriale Haplotypen:

- M. griseorufus

Mikrosatelliten Gnotypen . M. murinis

Mikrosatelliten Genotypen:

- M. griseorufus

- M. mmurinus
Be Mv Amp Arv Akd Ars Elo Ani

| F2Hybride

Mitochondriale Haplotypen

Mikrosatelliten Genotypen

Anj

Kistenwaldpopulationen

Mitochondriale Haplotypen

Mikrosatelliten Genotypen
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Abbildung 36: Posteriore Wahrscheinlichkeiten & mitochondriale Haplotypen (NEWHYBRIDS 1.0)

MO4 MOS MO5 MO7 M13 M15 M20 M0O1 M16
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3.3.3.8 Assignment-Tests

Fur die Assignment-Tests des Teil- und Gesamtdatensatzes wurde die im Programm
GENECLASS 2 v. 2.0 (Piry et al. 2004) implementierte Bayes’sche Methode nach
Rannala & Mountain (1997) verwendet. In diesem Verfahren wurden auf der
Grundlage von Allelfrequenzen relative ,assignment-scores” der untersuchten
Individuen der Ubergangswaldzone, der Dornbuschzone und der Kistenwalder zu
zwei Referenzpopulationen der Arten Microcebus murinus und M. griseorufus
errechnet. Die beiden Referenzpopulationen wurden aus den jeweiligen
Kerngebieten der beiden Arten Microcebus murinus und M. griseorufus ausgewahlt.
Fur den Teildatensatz wurde die Population Mv als Microcebus griseorufus-
Referenzpopulation verwendet. Im Gegensatz dazu wurde fir den Gesamtdatensatz
die Population Ani aus dem Kerngebiet der Dornbuschzone als Referenzpopulation
der Art Microcebus griseorufus eingesetzt. Die Daten dieser Population lagen zum
Zeitpunkt der ersten Schwerpunktanalyse mit dem Teildatensatz noch nicht vor. Die
Individuen der Kustenwaldpopulation M16 wurden in beiden Datensatzen als
Microcebus murinus Referenz verwendet. Die Individuen dieser Populationen
konnten auf Grundlage der mitochondrialen HVR 1-Daten und den auf Basis der
nuklearen Mikrosatellitenloci durchgefuhrten Analysen mit STRUCTURE 2.1 (Pritchard
et al. 2000) und NewHYBRIDS v. 1.0 (Anderson & Thompson 2002) eindeutig den
jeweiligen Arten Microcebus griseorufus bzw. M. murinus zugeordnet werden.
Obwohl sich die Microcebus griseorufus-Referenzpopulationen fir beide
untersuchten Datensatze unterscheiden, zeigen die Ergebnisse beider Datensatze
sehr ahnliche Zuordnungsmuster zu beiden Referenzpopulationen (s. Abbildung 37 &
Abbildung 38). Die fur beide Datensatze festgestellten Ergebnisse werden hier
gemeinsam dargestellt.

Die Ergebnisse der Assignment-Tests mit dem Teildatensatz sind in Abbildung 37
illustriert. In den Tabellen 57-59 (s. Anhang, Kapitel 7.6, S. 179) und in Abbildung 38
sind die Ergebnisse des Gesamtdatensatzes dargestellten. Diese Ergebnisse zeigen
ein ahnliches Muster wie die mit den beiden Bayes’sche Clusteranalysen STRUCTURE
(Pritchard et al. 2000) und NewHYBRIDS (Anderson & Thompson 2002) erzielten
Ergebnisse. Die Mehrzahl der Individuen der Dornbuschpopulationen Mv, Be, Arv,
Akd, Ars, Amp und Elo werden mit hohen ,assignment-scores* (lUber 97) der

Microcebus griseorufus-Referenzpopulation zugeordnet (s. Tabelle 57, Abbildung 37
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& Abbildung 38). Ausnahmen bilden die Individuen M533 und M538 aus der
Dornbuschpopulation Akd, das Individuum M557 der Population Ars und das
Individuum M586 aus der Population Elo. Diese vier Individuen werden mit hohen
.assignment-scores” (= 97) der Referenzpopulation der Art Microcebus murinus
zugewiesen und auch auf Basis der mitochondrialen HVR 1-Sequenzdaten der Art M.
murinus zugeordnet (s. Abbildung 38 & Kapitel 3.2, S. 64). Die auf Grundlage der
mitochondrialen HVR 1-Sequenzdaten ebenfalls der Art Microcebus murinus
zugeordneten Individuen M555 und M556 der Population Ars werden im Assignment-
Test mit hohen ,assignment-scores” (= 97) der M. griseorufus-Referenzpopulation
zugeordnet.

Die in Tabelle 58, Abbildung 37 & Abbildung 38 dargestellten Ergebnisse des
Assignment-Tests fur die Individuen der Kiustenwaldpopulationen Pe und M01-M20
zeigen eine fast vollstandige Zuordnung dieser Individuen zu der Referenzpopulation
der Art Microcebus murinus. Dabei wurden die meisten Individuen mit hohen
»-assignment-scores” (= 97) der Art Microcebus murinus zugeordnet. Die Individuen
der Kustenwaldpopulationen M01-M20 wurden ausnahmslos und mit ,assignment-
scores” von (100) der Art Microcebus murinus zugeordnet. Eine Zuordnung zu der
Microcebus griseorufus-Referenzpopulation konnte bei einem Individuum der
Population Pe festgestellt werden. In dieser Population wurde auch ein Individuum
mit einem intermediéren ,assignment-score” beobachtet. Die restlichen 46 Individuen
der Population Pe wurden mit hohen ,assignment-scores” (= 93) der Microcebus
murinus-Referenzpopulation zugeordnet.

In den neun Populationen der Uberganswaldzone zeigen die Ergebnisse der
Assignment-Tests ein stark gemischtes Zuordnungsmuster (s. Tabelle 59, Abbildung
37 & Abbildung 38). Dabei wurden im Gesamtdatensatz 78 der untersuchten
Individuen der Ubergangswaldzone mit hohen ,assignment-scores* (= 97) der Art
Microcebus murinus zugeordnet. Eine Zuordnung mit ,assignment-scores* tUber 97
zu der Art Microcebus griseorufus konnte bei 73 Individuen der
Ubergangswaldpopulationen festgestellt werden. Nur bei einem dieser Individuen,
M623 aus der Population Ant, konnte gleichzeitig auch ein mitochondrialer
Microcebus griseorufus-Haplotyp beobachtet werden. Die restlichen 72 Individuen
wurden auf Basis der mitochondrialen HVR 1-Sequenzdaten der Art Microcebus
murinus zugeordnet. Bei einem Teil der Individuen lagen die ,assignment-scores” in
einem breiten Bereich zwischen 3 und 97. In Tabelle 59, Abbildung 37 und Abbildung
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38 ist zu erkennen, dass einige Individuen ein intermediares Muster zwischen den
beiden Microcebus-Arten aufweisen.

Die im Assignment-Test ermittelten ,assignment-scores” zeigen, dass keine der neun
untersuchten Ubergangswaldpopulationen vollstandig einer der beiden Arten

zugeordnet werden kann.

Mitochondriale Haplotypen

Mikrosatelliten Genotypen

Amp Ank Anj Pe

Mitochondriale Haplotypen: Mikrosatelliten Genotypen:

. M. griseorufus . M. griseorufus

. M. murinus . M. murinus

Abbildung 37: ,,Assignment-scores“ & mitochondriale Haplotypen im Teildatensatz
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Dornbuschpopulationen
Mitochondriale Haplotypen Mitochondriale Haplotypen:

- M. griseorufus

B v murinus

Mikrosatelliten Genotypen:

- M. griseorufus

Be My Amp Arv Akd Ars Elo . M. murinus

Mitochondriale Haplotypen

Ita Amb Ant Ako And Ari Voh Ank Anj

Kistenwaldpopulationen

Pe MO4 MOS MO5 MO7 M13 M15 M20 M0O1 M16

Abbildung 38: ,, Assignment-scores” & mitochondriale Haplotypen im Gesamtdatensatz
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4 Diskussion

4.1 Einfahrung

Die von Gligor (2006) durchgefuihrte Diplomarbeit auf Grundlage der mitochondrialen
HVR 1 wund nukledrer Mikrosatellitenloci lieferte erste Hinweise auf eine
Hybridisierung zwischen den beiden Arten Microcebus murinus und M. griseorufus im
untersuchten Okoton in Sidostmadagaskar und bildet somit die Basis fur diese
Doktorarbeit.

Die vorliegende Doktorarbeit gliedert sich in zwei Schwerpunkte (s. Einleitung,
Kapitel 1.3, S. 11). In einer ersten Schwerpunktanalyse wurde auf Basis bereits
vorhandener genetischer und morphometrischer Daten die Hybridisierung beider
Microcebus-Arten mit vorher noch nicht verwendeten Analyseverfahren
wissenschaftlich fundiert Uberprift und anschlieRend publiziert (Gligor et al. 2009).
Die mit diesem zu Beginn der Doktorarbeit existierenden Teildatensatz erzielten
Ergebnisse werden in Kapitel 4.2.2 diskutiert. Dabei werden die Ergebnisse der
Verteilung mitochondrialer Haplotypen und die der neun nuklearen Mikrosatellitenloci
vorgestellt und diskutiert.

Fur eine umfangreiche und fein auflésende Untersuchung der Microcebus murinus-
M. griseorufus- Hybridzone wurde eine umfassende und fein auflosende Beprobung
der Kernzone des Untersuchungsgebietes durchgefuihrt. Zusammen mit den Daten
des Teildatensatzes bildet dieses im Rahmen von Feldarbeiten (2006-2008)
beprobte und in Laborarbeiten neu typisierte Probenmaterial den Gesamtdatensatz.
Mit diesem grofen Gesamtdatensatz morphometrischer und genetischer Daten
wurde eine detaillierte Charakterisierung der Hybridzone durchgefuhrt. Das Ziel
dieser zweiten Schwerpunktanalyse war u.a. die Erfassung der Ausdehnung und
Struktur der Hybridzone und die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen
Hybridzone und Vegetationsstruktur. Die in der zweiten Schwerpunktanalyse
festgestellten Ergebnisse werden in den Kapiteln 4.3.3, 4.3.4, 4.3.5 und 4.3.6
diskutiert.

Die Ergebnisse der ersten und zweiten Schwerpunktanalyse mit morphometrischen

Daten werden im nun folgenden ersten Kapitel gemeinsam diskutiert.
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4.2 Hybridisierung zwischen M. murinus und M. griseorufus

4.2.1 Morphometrische Daten

Fur die Analyse der Hybridisierung zwischen beiden Microcebus-Arten im hier
untersuchten Okoton Suidostmadagaskars wurden neben den genetischen Daten der
HVR 1 und der neun Mikrosatellitenloci zusatzlich neun morphometrische Parameter
von Individuen des gesamten Untersuchungsgebietes analysiert.

Mit dem Teil- und Gesamtdatensatz wurden Hauptkomponentenanalysen (PCA)
durchgeftihrt, um die Gruppierungsmuster einzelner Individuen auf Basis der
morphometrischen Daten zu visualisieren. Die dabei erzielten Ergebnisse zeigen
eine klare Trennung zwischen den Individuen der feuchten, dstlichen Kistenwalder
und denen der trockenen, westlichen Dornbuschzone. Auch die durchgefihrten
ersten Diskriminanzanalysen zeigen, dass diese Gruppen signifikant unterschiedlich
sind. In weiteren Diskriminanzanalysen wurden die Individuen des Kustenwaldes und
die Individuen der Dornbuschzone eindeutig ihrer jeweiligen Gruppe zugeordnet.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Individuen der Kistenwalder der Art
Microcebus murinus und die Individuen im Kerngebiet des Dornbuschs der Art M.
griseorufus angehoren. In den Diskriminanzanalysen mit drei Gruppen konnte mit
beiden  Datensatzen  festgestellt werden, dass die Individuen der
Ubergangswaldstandorte signifikant unterschiedlich zu den beiden anderen Gruppen
sind. In der PCA haben die Ubergangswaldindividuen eine tiberwiegend intermediare
und teilweise Uberlappende Position zwischen den Microcebus murinus-Individuen
der Kistenwélder und den M. griseorufus-Individuen der Dornbuschzone. Der
morphometrisch intermediare Charakter der Ubergangswaldindividuen koénnte auf
eine Hybridisierung beider Arten in der Ubergangswaldzone hindeuten.
Morphometrisch intermediare Hybride konnten z.B. bei Labor-Kreuzungen zwischen
zwei reinerbigen Elternarten bei der Gattung Gerris festgestellt werden. Gleichzeitig
konnten intermediare Individuen dieser Gattung in einer Hybridzone beobachtet
werden (Largiader et al. 1994). Der morphometrisch intermedidre Charakter vieler
Individuen in Hybridzonen konnte auch in weiteren Untersuchungen festgestellt
werden (Kuchta 2007, Oliver & Shapiro 2007). Eine wissenschaftlich fundierte
Aussage Uber die Hybridisierung zwischen Microcebus murinus und M. griseorufus
lasst sich aber nicht allein auf Grundlage der Ergebnisse morphometrischer Daten

treffen. Essentiell fur die vertiefte Uberpriifung einer Hybridzone zwischen beiden
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Arten ist die Analyse genetischer Daten. Die Ergebnisse der genetischen Analysen

werden in den folgenden Kapiteln diskutiert.

4.2.2 Evidenz der Hybridisierung beider Arten auf Basis des

Teildatensatzes

In einer initialen genetischen Untersuchung wurde die mitochondriale
Hypervariable Region | (HVR 1) der Individuen des Teildatensatzes analysiert. Die
auf Grundlage der HVR 1 Sequenzdaten festgestellten mitochondrialen Haplotypen
wurden fir phylogenetische Rekonstruktionen eingesetzt. Diese dienten der
Zuordnung der Haplotypen zu den beiden untersuchten Arten Microcebus murinus
und M. griseorufus. Die Baumrekonstruktionen mit verschiedenen Verfahren ergaben
eine konkordante und gut unterstitzte Einteilung der Haplotypen in zwei
Hauptclades. Alle im Teildatensatz beobachteten Haplotypen kénnen phylogenetisch
klar einer der beiden untersuchten Arten zugeordnet werden (s. Kapitel 3.2.3, S. 68).
Hier stellt sich zunachst die Frage, welche raumliche Verteilung die mitochondrialen
Haplotypen im Untersuchungsgebiet aufweisen. In den drei untersuchten
Vegetationstypen Dornbusch, Kustenwald und Ubergangswald konnte eine
eindeutige Verteilung der Haplotypen festgestellt werden. In dem von trockener
Dornbuschvegetation dominierten westlichen Teil des Untersuchungsgebietes mit
den Populationen Mv, Be und Amp wurden ausschlie3lich Haplotypen der Art
Microcebus griseorufus beobachtet. Im Gegensatz dazu weisen alle Individuen der
Ostlichen feuchten Kustenwélder Pe, M16 und MOl und die Individuen der
Ubergangswaldpopulationen Sak, Anj, und Ank einen Microcebus murinus-Haplotyp
auf. Diese klare Trennung zwischen Microcebus griseorufus-Haplotypen in der
Dornbuschzone und M. murinus-Haplotyp im Kisten- und Ubergangswald konnte fur
einen starken Einfluss der Vegetation auf die Verteilung beider Microcebus-Arten im
Untersuchungsgebiet sprechen.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse schliest sich die Frage an, ob das
Verbreitungsmuster der nukledren Mikrosatellitengenotypen mit dem der
mitochondrialen Haplotypen ubereinstimmt. Zur Uberpriifung dieser Fragestellung
wurden die Alleldaten des Teildatensatzes mit verschiedenen Verfahren analysiert.
Um die Populationsstruktur der beiden Arten im Untersuchungsgebiet zu erfassen
wurde eine Bayes'sche Clusteranalyse mit dem Programm STRUCTURE V. 2.1

(Pritchard et al. 2000) durchgefuhrt. Mit Hilfe des Verfahrens nach Evanno et al.
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(2005) wurde ermittelt, dass die im Teildatensatz ,zuoberst” liegende Struktur einer
Einteilung in zwei Gruppen (K=2) entspricht. Die in der Strukturanalyse festgestellten
nuklearen Mikrosatellitengenotypen der Individuen in den Kerngebieten der Arten
Microcebus murinus und M. griseorufus zeigen eine weitgehende Ubereinstimmung
mit den dazugehdrigen mitochondrialen Haplotypen. In den feuchten Kistenwaldern
von Pe, M16 und MOl dem Kerngebiet der Art Microcebus murinus werden die
Individuen mit einem M. murinus-Haplotyp mehrheitlich und mit hohen ,membership-
coefficients” der M. murinus-artigen Gruppe zugeordnet. Auch im Gebiet der Art
Microcebus griseorufus der westlichen trockenen Dornbuschzone zeigt sich eine
Konkordanz zwischen nuklearen Mikrosatellitengenotypen und mitochondrialen
Haplotypen. Die hier untersuchten Individuen der Standorte Mv, Be und Amp
besitzen einen Microcebus griseorufus-Haplotyp und clustern mit hohen
~-membership-coefficients” in die M. griseorufus-artige Gruppe. Diese Ergebnisse
untermauern die bereits auf Basis der mitochondrialen und morphometrischen Daten
festgestellte Trennung der Microcebus griseorufus-M. murinus- Haplotypen zwischen
den Kerngebieten des Dornbuschs und des Kuistenwalds und fihren zu dem
Schluss, dass die Individuen der Kustenwalder der Art Microcebus murinus
zuzuordnen sind und die Individuen des Kerngebietes der Dornbuschzone der Art M.
griseorufus angehéren.

Der Uiberwiegende Teil der Individuen der Ubergangswaldpopulationen Anj und Ank
werden mit hohen ,membership-coefficients” im Kontrast zu ihren mitochondrialen
Haplotypen der griseorufus-artigen Gruppe zugeordnet. Diese kontrastierenden
Muster zwischen den nuklearen Mikrosatellitengenotypen und den mitochondrialen
Haplotypen in der Ubergangswaldzone sprechen fir Hybridisierung zwischen den
untersuchten Arten. Unterstitzt wird diese Annahme durch vorangegangene
genetische Studien von Hybridzonen, die ebenfalls eine Diskordanz zwischen
nuklearen und mitochondrialen Markern feststellen konnten (Lu et al. 2001, Sequeira
et al. 2005, Di Candia & Routman 2007). Das hier festgestellte kontrastierende cyto-
nukledre Muster zeigt, dass die Ubergangswaldzone eine Hybridzone zwischen den
Arten Microcebus murinus und M. griseorufus darstellt. Auf Grundlage der in diesem
Teildatensatz untersuchten Populationen konnte die festgestellte Hybridzone einem
schmalen in Nord-Sidrichtung verlaufenden Ubergangswaldstreifen, der sich
zwischen dem westlichen trockenen Dornbusch und dem d&stlichen feuchten

Kistenwald erstreckt, entsprechen.
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Das beobachtete cyto-nukledre Muster wirft die Frage auf, ob die mit der
Bayes’schen Clusteranalyse mit dem Programm STRUCTURE V. 2.1 (Pritchard et al.
2000) fur K=2 erzielten Ergebnisse durch weitere Analysen bestétigt werden. Um die
mit STRUCTURE erzielten Ergebnisse abzusichern, wurden Assignment-Tests mit dem
Programm GENECLASS 2 v. 2.0 (Piry et al. 2004) durchgefuhrt. Fur die Assignment-
Tests wurde die im Programm GENECLASS 2 implementierte Bayes'sche Methode
nach Rannala & Mountain (1997) verwendet. GENECLASS 2 trennt die Individuen der
feuchten Kistenwalder und die Individuen des Kerngebietes der Dornbuschzone in
zwei separate Cluster. Die Kustenwaldindividuen werden mit sehr hohen
»-assignment-scores” der Microcebus murinus-Referenzpopulation zugeordnet. Im
Gegensatz dazu werden alle Individuen der Dornbuschzone ebenfalls mit sehr hohen
.-assignment-scores” der Microcebus griseorufus-Referenzpopulation zugewiesen.
Die bereits mit STRUCTURE flr K=2 festgestellte Zuordnung der nukledren
Mikrosatellitengenotypen, das kontrastierende cyto-nukledre Muster und das
Auftreten intermediarer Individuen in den Ubergangswaldpopulationen konnten mit
diesen zusatzlich durchgefiihrten Assignment-Tests bestatigt werden.

Zwei zentrale Parameter fir genetische Theorien von Hybridzonen sind das
Kopplungsungleichgewicht und das Heterozygotendefizit, also der Mangel von
heterozygoten Individuen im Vergleich zum erwarteten Hardy-Weinberg
Gleichgewicht (Jiggins & Mallet 2000). Dabei wird die Assoziation zwischen Allelen
verschiedener Loci als Kopplungsungleichgewicht bezeichnet. Starke Assoziationen
zwischen Loci sind sehr haufig in Hybridzonen anzutreffen (Barton & Gale 1993). Ein
Ldispersal“ von Individuen zwischen Populationen einer Kontaktzone fihrt zu
Abweichungen vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht aufgrund der Veranderung der
Allelfrequenzen in den lokalen Populationen (Crow & Kimura 1970). Diese
Abweichung driickt das Heterozygotendefizit aus, das durch die Vermischung
verschiedener Genpools verursacht wird (Griebeler et al. 2006). Tests auf
Kopplungsungleichgewicht und Abweichung vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht
wurden auch fur den in dieser Arbeit untersuchten Teildatensatz durchgefiihrt. Die
Ergebnisse  dieser Tests zeigen deutlich, dass ein  signifikantes
Kopplungsungleichgewicht und ein signifikantes Heterozygotendefizit Gberwiegend in
den Populationen der Ubergangswaldzone vorherrschen. Diese Ergebnisse
untermauern die Annahme, dass die Ubergangswaldzone eine Hybridzone zwischen

Microcebus murinus und M. griseorufus darstellen.
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Die Analyse der morphometrischen Daten, die Assignment-Tests auf Grundlage der
Mikrosatellitenloci, die Verteilung der mitochondrialen Haplotypen, die Ergebnisse
der Tests auf Kopplungsungleichgewicht und Abweichung vom Hardy-Weinberg
Gleichgewicht und das  kontrastierende  Muster  zwischen  nuklearen
Mikrosatellitengenotypen und mitochondrialen Haplotypen sprechen deutlich fir eine
Hybridzone zwischen den Arten Microcebus murinus und M. griseorufus in der
intermediaren  Ubergangswaldzone. Auf Grundlage der Ergebnisse des
Teildatensatzes konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals eine Hybridzone bei der
Gattung Microcebus festgestellt werden.

In diesem Kontext schlief3t sich die Frage an, welcher evolutionsbiologische Prozess
zur Bildung dieser Hybridzone gefuhrt haben konnte. Das im Teildatensatz
beobachtete kontrare cyto-nukledre Muster kdonnte zum einen fir eine nukleére
Introgression von Microcebus griseorufus-Allelen in M. murinus-Populationen im
Bereich des Ubergangswaldes sprechen oder zum anderen fur eine Introgression
mitochondrialer M. murinus-Haplotypen in die entgegengesetzte Richtung. Betrachtet
man die erzielten Ergebnisse, erscheint eine mitochondriale Introgression als eher
unwahrscheinlich. Wie bei der Mehrzahl der Séaugetiere herrscht auch bei der Art M.
murinus ,male-biased dispersal* und weibliche Philopatrie (Radespiel et al. 2001b,
Kappeler et al. 2002, Wimmer et al. 2002, Radespiel et al. 2003, Fredsted et al.
2004). Dadurch ist der Transfer mitochondrialer Haplotypen in angrenzende
Populationen eingeschrankter als der Transfer nuklearer Allele. Diese Annahme wird
durch die Verteilung der mitochondrialen Haplotypen im Untersuchungsgebiet
bestatigt. Keiner der sechs in den Ubergangswaldpopulationen Sak, Ank und Anj
vorkommenden Haplotypen konnte gleichzeitig in den Populationen der
Klustenwalder beobachtet werden. Eine mitochondriale Introgression von Microcebus
murinus-Haplotypen in M. griseorufus Populationen ware plausibler, wenn einige
Individuen der Dornbuschpopulationen Mv, Be oder Amp einen M. murinus-Haplotyp
aufweisen wirden. Dies ist in dem hier untersuchten Teildatensatz nicht der Fall.
Wenn davon ausgegangen wird, dass bei der Art M. griseorufus auch weibliche
Philopatrie und ,male-biased dispersal® vorherrscht, kénnte eine nukleare
Introgression von Microcebus griseorufus-Allelen in Reliktpopulationen der Art M.
murinus im Bereich der Ubergangswaldzone ein mogliche Erklarung fir das
kontrastierende cyto-nukleare Muster darstellen (z.B. Evans et al. 2001).

Das geschlechtsspezifische Ausbreitungsverhalten der Art M. griseorufus konnte
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anhand der im Rahmen der Feldperioden 2006-2008 beprobten
Dornbuschpopulationen Ani, Arv, Ars, Akd, Tsi und Elo wissenschaftlich fundiert
untersucht werden. Das ,sex-biased dispersal® dieser Microcebus-Art wird im

folgenden Kapitel dargestellt und diskutiert.

4.2.3 ,Sex-biased dispersal“ bei der Art Microcebus griseorufus

.Dispersal is the movement an organism makes away from its point of origin to the
place where it reproduces or would have reproduced if it had survived and found a
mate” (Howard 1960). Ein spezifisches Muster des ,dispersal” wird als ,sex-biased
dispersal“ bezeichnet (Greenwood 1980). Bei dieser Art des ,dispersal* sind die
Individuen des einen Geschlechts philopatrisch, d.h. sie pflanzen sich an ihrem
Geburtsort fort, wahrend der Uberwiegende Teil des anderen Geschlechts vor der
Fortpflanzung emigriert. Bei einer Uberwiegend weiblichen Emigration spricht man
von ,female-biased dispersal“ und bei mehrheitlich ménnlicher Abwanderung von
.male-biased dispersal“.

In der vorliegenden Arbeit wurde das ,sex-biased dispersal“ bei der Art Microcebus
griseorufus untersucht. Fur diese Microcebus-Art liegen bisher noch keine
Untersuchungen des geschlechtsspezifischen  Ausbreitungsverhaltens  vor.
Microcebus griseorufus ist eine kleine, nachtaktive Lemurenart, wodurch die direkte
Beobachtung stattfindender ,dispersal“-Ereignisse extrem schwer ist. Daher bieten
genetische Marker eine hervorragende Moglichkeit  zur Detektion
geschlechtsspezifischer Ausbreitungsmuster. Fur die Analyse des ,sex-biased
dispersal® wurde auf Basis der Daten der neun biparental vererbten
Mikrosatellitenloci der mean Assignment-Index (meanAlc) adulter Weibchen und
Méannchen innerhalb von Populationen errechnet. Mit dem meanAlc-Index sollte
bestimmt werden, ob Individuen eines Geschlechts mit signifikant hdéherer
Wahrscheinlichkeit in der Population geboren sind, in der sie gefangen wurden.
Verwendet wurden die Alleldaten der sechs Microcebus griseorufus-
Dornbuschpopulationen Ani, Arv, Ars, Akd, Tsi und Elo.

Mit Ausnahme der Populationen Ani und Tsi befinden sich alle fir diese Analyse
eingesetzten Populationen in der Kernzone des Untersuchungsgebietes (s.
Abbildung 3, S. 22). Vor dem Hintergrund der mit dem Teildatensatz festgestellten
Hybridzone zwischen den Arten Microcebus murinus und M. griseorufus in der

Kernzone ist die Eignung dieser Stichproben fur die Untersuchung des ,sex-biased
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dispersal“ in Frage zu stellen, da Individuen dieser Populationen potentielle Hybride
sein konnten. In umfangreichen Tests auf Grundlage der mitochondrialen
Sequenzdaten und der nuklearen Mikrosatellitenloci konnten die hier eingesetzten
Individuen der Populationen der Kernzone Arv, Ars, Akd und Elo aber eindeutig der
Art Microcebus griseorufus zugeordnet werden.

Der durchgefihrte Test auf ,sex-biased dispersal® auf Basis des meanAlc-Index
zeigte einen signifikanten Unterschied fir Weibchen und Mannchen. Diese
Ergebnisse sprechen fur weibliche Philopatrie und ,male-biased dispersal“ bei der Art
Microcebus griseorufus.

Es stellt sich die Frage, welche Aussagekraft die mit dem meanAlc-Index
festgestellten Ergebnisse haben. Die statistische Starke des meanAlc-Index und
anderer Indices zur Detektion von ,sex-biased dispersal® wurde von Goudet et al.
(2002) in umfangreichen Simulationen getestet. Die Autoren stellten fest, dass die
Starke der Indices von verschiedenen Faktoren wie z.B. der Grof3e der Stichproben,
der Starke des Ungleichgewichts in der Abwanderung zwischen den Geschlechtern
oder der Anzahl eingesetzter Mikrosatellitenloci abhangt. Grundsatzlich muss die
Intensitat des ,sex-bias” sehr hoch sein, um durch die getesteten Indices detektiert
zu werden. In den von Goudet et al. (2002) durchgefiihrten Simulationen zeigte der
meanAlc-Index eine hohe Sensitivitdt und statistische Starke bei der Feststellung von
.Sex-biased dispersal“, u.a. auch bei Simulationen mit schwacheren ,sex-bias*
(80:20) oder bei Simulationen mit weniger als 20 Mikrosatellitenloci. Die von den
Autoren nachgewiesene Eignung des meanAlc-Index fur die Detektion von ,sex-
biased dispersal® untermauert die Aussagekraft der in dieser Arbeit festgestellten
weiblichen Philopatrie und des ,male-biased dispersal” bei Microcebus griseorufus.
Dieses geschlechtsspezifische Migrationsverhalten ist bei der Mehrzahl der
Saugetiere einschlie8lich der Primaten vorherrschend (Dobson 1982, Pusey &
Packer 1987). Ausnahmen bilden z.B. Mantelpaviane (Papio hamadryas hamadryas),
bei denen weibliches ,dispersal“ festgestellt wurde (Hapke et al. 2001) oder die
monogam lebende Lemurenart Cheirogaleus medius, die ein ,dispersal“ beider
Geschlechter aufweist (Fredsted et al. 2007). Bei polygam lebenden Lemurenarten
beispielsweise Mirza coquereli und Microcebus murinus konnte, wie bei der hier
untersuchten Art Microcebus griseorufus, weibliche Philopatrie und ,male-biased
dispersal“ beobachtet werden (Radespiel et al. 2001b, Kappeler et al. 2002, Wimmer
et al. 2002, Radespiel et al. 2003, Fredsted et al. 2004).
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Beide hier untersuchten Arten weisen somit weibliche Philopatrie und ,male-biased
dispersal“ auf. Wahrend das geschlechtsspezifische Ausbreitungsverhalten bei der
Art M. murinus in zahlreichen soziogenetischen Studien intensiv untersucht wurde, ist
das Sozialsystem bei Microcebus griseorufus noch weitgehend unbekannt. Der hier
durchgefiihrte Test auf ,sex-biased dispersal” stellt eine initiale Untersuchung dar.
Weitere Untersuchungen, wie z.B. Telemetrie-Studien, Fang-Wiederfang-Methoden
oder weitere soziogenetische Studien an einer Vielzahl von Microcebus griseorufus-
Populationen aus der Kernzone des Dornbuschgebietes wirden zu einem besseren
Verstandnis des Sozialsystems dieser Art beitragen.

Das beobachtete geschlechtsspezifische Ausbreitungsverhalten beider Microcebus-
Arten und die in der ersten Schwerpunktanalyse mit dem Teildatensatz erzielten
Ergebnisse sprechen stark fir eine nukleére Introgression von M. griseorufus Allelen
in M. murinus- Populationen im Bereich der intermediaren Ubergangswaldzone. In
diesem Zusammenhang stellen sich die Fragen, welche Faktoren zu der nukleéren
Introgression gefuihrt haben kdnnten und welche evolutionsbiologischen Prozesse,
wie z.B. endogene oder exogene Selektion, fur die Bildung und fir den Erhalt der
Hybridzone verantwortlich sein kdnnten. Zur Beantwortung dieser Fragen ist eine
umfangreiche und fein auflésende Probennahme insbesondere in der Kernzone des
Untersuchungsgebietes nétig. Die umfangreiche Probennahme wurde im Rahmen
dieser Doktorarbeit in zwei Feldperioden (2006-2008) durchgefihrt.

4.3 Charakterisierung der M. murinus-M.griseorufus-Hybridzone

4.3.1 Einfihrung

Die in den Feldperioden 2006-2008 neu beprobten und typisierten morphometrischen
und genetischen Daten wurden mit den Daten des Teildatensatzes zu einem
Gesamtdatensatz zusammengefasst. In den folgenden Kapiteln wird eine
umfassende und vertiefte Charakterisierung der hier festgestellten Hybridzone im
Kontext des Gesamtdatensatzes vorgenommen und diskutiert. Im Fokus steht
zunachst eine biogeographische Charakterisierung des Untersuchungsgebietes vor
allem der Kernzone des Untersuchungsgebietes (s. Kapitel 4.3.2). Von Bedeutung ist
auch die Frage, ob die mit dem Teildatensatz in den Populationen der
Ubergangswaldzone beobachtete Hybridisierung auch in den neu beprobten

Populationen der Kernzone bestatigt und verstarkt wird. Dies wird in Kapitel 4.3.3
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und 4.3.4 auf Grundlage der genetischen und morphometrischen Daten des
Gesamtdatensatzes diskutiert. In den anschlieRenden Kapiteln werden u.a. die
Fragen der Ausdehnung und Struktur der Hybridzone, die zu einer nukledren
Introgression fuhrenden Faktoren, wie z.B. Habitatfaktoren oder Klimafaktoren, und
die fur die Bildung und fir den Erhalt der Hybridzone verantwortlichen

evolutionshiologischen Prozesse dargestellt und diskutiert.
4.3.2 Biogeographie des Untersuchungsgebietes

4.3.2.1 Einfuhrung

Das Untersuchungsgebiet in Siddostmadagaskar ist durch eine komplexe
Vegetationsstruktur gekennzeichnet. Diese wird durch eine starke klimatische
Variabilitdt hervorgerufen, die ihrerseits durch die geographische Lage und das
vorherrschende Relief entsteht. Die Landschaft wird von den entlang der Ostkiste in
Nord-Siud-Richtung verlaufenden Vohimena- und Anosy- Bergketten dominiert. Diese
von Regenwald bedeckten Bergketten bilden eine natirliche Barriere fir das vom
Indischen Ozean kommende Wetter, wodurch die Niederschlagsmenge von Osten
nach Westen rapide abnimmt (Donque 1972). Im Regenschatten der Anosy-
Bergkette ist die Vegetation der trockenen Dornbuschzone dominierend, die sich bis
zur Sudwestkiste Madagaskars ausdehnt. In der Kistenebene sidlich der
machtigen Bergketten erstrecken sich feuchte Kistenwalder. Das der Anosy-
Bergkette sudlich vorgelagerte Lavasoa-Gebirge, dessen hochste Erhebung 823 m
erreicht, bildet eine zweite etwas schwéachere Klimabarriere fur das aus 0stlicher
Richtung kommende Wetter. Die Besonderheit des Untersuchungsgebietes bildet
eine sudwestlich der Anosy-Bergkette gelegene Ubergangswaldzone. Durch seine
geographische Lage am Grenzbereich der drei Vegetationstypen Regenwald,
feuchter Kustenwald und trockener Dornbusch wird der Ubergangswald als
intermediarer Habitattyp charakterisiert (Goodman et al. 1997).

4.3.2.2 Charakterisierung der Kernzone des Untersuchungsgebietes

Die Ubergangswaldzone und die dazu angrenzenden Dornbuschgebiete gehoren zu
der hier untersuchten Kernzone des Untersuchungsgebietes (s. Abbildung 3, S. 22).
Die Kernzone wird von zwei Hugelketten dominiert, wobei eine in Nord-Sudrichtung
und die andere in Ost-Westrichtung verlauft. Wie in Abbildung 39 zu erkennen ist,

liegt die in Nord-Sudrichtung verlaufende Hugelkette im Regenschatten des
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Lavasoa-Gebirges. Dieses Gebirge ist ein Mittelgebirge, wodurch seine Wirkung als
Klimabarriere nicht so extrem ist, wie bei der nérdlich gelegenen Anosy-Bergkette.
Die vom Sudost-Passat mitgefiihrten Wassermengen regnen sich hauptséchlich an
der Vohimena-Barriere, der Anosy-Barriere und der Lavasoa-Barriere ab. Die
Regenwolken, die die Lavasoa-Barriere passieren, treffen auf die Nord-Sud-
Hugelkette. Als Klimabarrieren konnten die aus der Hugelkette herausragenden
Hugel Ampolimazava (323m), Amboalaingo (369m) und Vohisandria (493m) wirken.
Die hier vorkommenden Niederschlagsmengen sind gering, reichen jedoch aus, um
die Hugelkette fast vollstandig mit der Vegetation des Ubergangswaldes zu
bedecken. Neben der Niederschlagsmenge konnte vor allem das Relief der
Hugelkette eine zentrale Rolle fir das Vorkommen des Ubergangswaldes in dieser
Zone spielen. Wahrend der Feldarbeiten 2006-2008 konnte festgestellt werden, dass
die Hulgelkette zerkliftet ist. Sie ist auch durch z.T. felsige Schluchten
gekennzeichnet. Dieses Relief kdnnte gute Standortbedingungen fur die Vegetation
des Ubergangswaldes bieten. An exponierten und trockenen Standorten der
Hugelkette wird die Vegetation von unterschiedlichen sukkulenten Pflanzen oder
aber von der Zeigerpflanze des Ubergangswaldes Dypsis decaryi dominiert (eigene
Beobachtung). In der Tiefebene westlich der Nord-Sud-Hugelkette nimmt die
Niederschlagsmenge rapide ab und die Landschaft wird von der Vegetation der
trockenen Dornbuschzone beherrscht (Donque 1972).

Die zweite Hiugelkette der Kernzone liegt nordwestlich der oben beschriebenen Nord-
Sud-Hugelkette und ragt in Ost-Westrichtung in die trockene Ebene der
Dornbuschzone hinein. Diese Hugelkette ist durch drei einzelne Hugel gepragt, dem
Ambohibato (462 m), dem Vohidroa (273 m) und dem ltakefa (533 m). Die Ost-West-
Hugelkette liegt auf der geographischen Hohe eines mehrere Kilometer breiten Tals,
das die Anosy-Bergkette und das Lavasoa-Gebirge voneinander trennt. Dieses Tal
bildet einen Korridor fur die aus dstlicher Richtung kommenden Wolkensysteme. Ein
Grolteil der Wolken regnet sich an der Anosy-Lavasoa-Barriere ab, wobei ein Teil
der Wolken durch den Korridor nach Westen weiterzieht. In westlicher Richtung
konnten sich diese an der Nordostflanke der Nord-Sid-Hugelkette und an den
Hugeln Ambohibato und Itakefa abregnen. Das Relief dieser beiden Hugel ist, wie
auch das der Nord-Sud-Hugelkette, von z.T. felsigen Schluchten durchzogen (eigene
Beobachtung). Das Zusammenspiel von Hohe der Higel, vorkommender

Niederschlagsmenge und Strukturierung des Reliefs konnte eine Erklarung fur die
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Dominanz der Vegetation des Ubergangswaldes an den Hugeln des Itakefa und
Ambohibato sein.

Die Wirkung dieser Faktoren auf die Vegetationszusammensetzung der Higelketten
der Kernzone ist am Beispiel des Higels Vohidroa zu erkennen. Dieser zwischen
den Hugeln Itakefa und Ambohibato gelegene Hugel ist mit einer Hohe von 273 m (.
NN keine starke Klimabarriere flir das aus oOstlicher Richtung kommende Wetter.
Dadurch sind die Niederschlagsmengen geringer als an den héheren Huigeln Itakefa
und Ambohibato. Durch die vorherrschende Trockenheit ist dieser Higel vollstéandig
mit der Vegetation des trockenen Dornbuschs bedeckt. Insgesamt nimmt die Ariditat
in der Region westlich und nordwestlich der Nord-Std-Hugelkette rapide zu. Umso
uberraschender und bemerkenswerter ist das Vorkommen der feuchten
Ubergangswalder des Itakefa und Ambohibato in dieser von trockenem Dornbusch
dominierten  Landschaft. Diese Ubergangswalder sind vollstandig von
Dornbuschvegetation umschlossen und ragen wie feuchte Ubergangswaldinseln aus

der trockenen Landschaft heraus (eigene Beobachtung).
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Abbildung 39: Schematische Niederschlagsverteilung im Untersuchungsgebiet

Schematische Darstellung der Niederschlagverteilung im Untersuchungsgebiet (vereinfacht
nach Donque 1972). Aufgrund unterschiedlicher Klimabarrieren ist das Untersuchungsgebiet
von einem starken Klimagradienten beeinflusst. Die Niederschlagsmenge nimmt von Osten
nach Westen rapide ab. Darstellung auf Grundlage von GOOGLE EARTH 4.3.
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Die oben geschilderte Ausdehnung und Struktur der Vegetation der Kernzone des
Untersuchungsgebietes wurde im Rahmen der ersten Feldperiode 2007 festgestellt.
Die Vegetationsstruktur der Kernzone und insbesondere die Ausdehnung der
Ubergangswaldzone zeigt ein komplexeres Muster als mit dem Teildatensatz
angenommen werden konnte. Nach den oben dargestellten Ergebnissen des
Teildatensatzes entspricht der Ubergangswald, der gleichzeitig eine Hybridzone
zwischen den Arten Microcebus griseorufus und M. murinus darstellt, einer schmalen
Zone die in Nord-Sudrichtung zwischen dem trockenen Dornbusch im Westen und
dem feuchten Kistenwald im Osten verlauft. Die wahrend der ersten Feldperiode
gewonnenen zusatzlichen Erkenntnisse zeigen, dass der Ubergangswald nicht in
einer reinen Nord-Sud-Ausrichtung verlauft, sondern auch inselhaft inmitten der
trockenen, westlichen Dornbuschzone vorkommt.

Das beobachtete Vegetationsmosaik fuhrte zu der Frage, ob die Hybridzone
zwischen den beiden Microcebus-Arten M. griseorufus und M. murinus auch dieser
Mosaikstruktur entsprechen koénnte. Um diese erfassen zu kdnnen, wurde eine
vertiefte Beprobung der Kernzone des Untersuchungsgebietes durchgefuhrt (s.
Kapitel 2.3.4, S. 26). Das Vorkommen einer mosaikartigen Hybridzone wurde auf
Grundlage morphometrischer und genetischer Daten Uberprift und wird in den
folgenden Kapiteln diskutiert.

4.3.3 Verteilung mitochondrialer Haplotypen

Der Gesamtdatensatz der zweiten Schwerpunktanalyse umfasste die bereits
vorhandenen 25 mitochondrialen Haplotypen des Teildatensatzes und 39 neu
typisierte Haplotypen der in den Feldperioden 2006-2008 beprobten Populationen.
Die mit verschiedenen Verfahren durchgefiihrten phylogenetischen Rekonstruktionen
des Gesamtdatensatzes ergaben, wie bereits die Ergebnisse des Teildatensatzes,
eine konkordante und gut unterstitzte Einteilung der Haplotypen in zwei
Hauptclades. Alle verwendeten Haplotypen kdnnen phylogenetisch klar einer der
beiden Arten Microcebus murinus und M. griseorufus zugeordnet werden (s. Kapitel
3.2.3, S. 68).

Die phylogenetischen Rekonstruktionen auf Grundlage des Gesamtdatensatzes
bestétigen die Verteilung der mitochondrialen Haplotypen in den Kerngebieten der
Dorbuschzone und der Kustenwalder. In den Populationen Mv, Be und Ani der

westlichen Dornbuschzone wurden ausschliel3lich Haplotypen der Art Microcebus
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griseorufus beobachtet und in den Kustenwaldpopulationen Pe und MO01-M20
ausschlief3lich Microcebus murinus-Haplotypen.

Die Fragen sind nun, welche Verteilung die neu beobachteten mitochondrialen
Haplotypen im parapatrischen Grenzbereich beider Arten, also in der Kernzone des
Untersuchungsgebietes, aufweisen und insbesondere inwieweit ihre Verteilung dem
im Zuge der Feldarbeiten beobachteten Vegetationsmosaik folgt.

In den Ubergangswaldern der Nord-Siid-Hiigelkette und insbesondere auch in den
isolierten, inselhaften Ubergangswaldern des Ita und Amb inmitten der westlichen
Dornbuschzone wurden mit Ausnahme eines Individuums ausschlief3lich Microcebus
murinus-Haplotypen beobachtet. In den dazu angrenzenden trockenen
Dornbuschstandorten konnten mit Ausnahme weniger Individuen Microcebus
griseorufus-Haplotypen festgestellt werden. Die Verteilung der mitochondrialen
Haplotypen stimmt somit stark mit dem beobachteten Vegetationsmosaik der
Kernzone Uberein. Gegen eine strikte Trennung der Haplotypen beider Arten in
dieser Zone, ahnlich der festgestellten scharfen Trennung der Microcebus
griseorufus-M. murinus-Haplotypen im Teildatensatz (s. Kapitel 4.2.2, S. 123), spricht
die beobachtete lokale Durchmischung von Haplotypen beider Arten an einzelnen
Standorten.

An diesen Standorten Akd, Ars, und Elo zeigt sich eine ungleiche Verteilung
zwischen den gemeinsam vorkommenden Haplotypen beider Arten. In den drei
Dornbuschstandorten ist das Vorkommen von Microcebus murinus-Haplotypen auf
wenige Individuen beschrankt. Diese Standorte werden von Microcebus griseorufus-
Haplotypen dominiert mit einer Haufigkeitsverteilung von 7:2 in Akd, 18:1 in Elo und
31:3 in Ars. Ein gegensatzliches Verteilungsmuster ist am Ubergangswaldstandort
Ant zu erkennen mit nur einem beobachteten Microcebus griseorufus-Haplotyp und
22 M. murinus-Haplotypen. Die Frage ist jetzt, ob diese in der Dornbuschvegetation
selten auftretenden Microcebus murinus-Haplotypen und der einzelne M. griseorufus-
Haplotyp der Ubergangswaldzone private Haplotypen darstellen oder ob diese auch
an anderen Standorten der Kernzone des Untersuchungsgebietes vorkommen. Wie
in Abbildung 17 dargestellt, wurde das Vorkommen der im Fokus stehenden
Haplotypen mit Ausnahme des Microcebus murinus-Haplotyps (bo), der
ausschlief3lich am Dornbuschstandort Elo auftrat, an weiteren Untersuchungsorten
der Kernzone bestétigt. Zum Beispiel konnte der Microcebus murinus-Haplotyp (bk)

am Dornbuschstandort Akd und in der dazu angrenzenden
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Ubergangswaldpopulation Ita beobachtet werden. Auch der bei drei Individuen des
Dornbuschstandorts Ars festgestellte Microcebus murinus-Haplotyp (bn) trat
gleichzeitig in den Ubergangswaldpopulationen And und Ari auf. Der bei einem
Individuum des Ubergangswaldstandorts Ant festgestellte Microcebus griseorufus-
Haplotyp (ba) wurde in funf Dornbuschpopulationen der Kernzone beobachtet.

Die hier beschriebene Verteilung der mitochondrialen Haplotypen in der Kernzone
konnte fur die Einwanderung einzelner griseorufus-artiger oder murinus-artiger
Individuen in das von den Haplotypen der jeweils anderen Art dominierte Habitat
sprechen. Wie das Beispiel der benachbarten Populationen Akd und Ita zeigt,
konnten einzelne Individuen mit Microcebus murinus-Haplotyp aus dem
Ubergangswald in die angrenzende Dornbuschzone eingewandert sein. Auch eine
dazu entgegengesetzte Einwanderung einzelner Individuen mit Microcebus
griseorufus-Haplotyp aus dem Dornbusch in die Ubergangswaldzone erscheint, vor
dem Hintergrund des im Ubergangswald beobachteten M. griseorufus-Haplotyps,
plausibel. Diese lokale, asymmetrische Durchmischung von Haplotypen beider Arten
in den Grenzbereichen der Dornbusch- und Ubergangswaldvegetation kénnte auf
eine zeitlich begrenzte Einwanderung einzelner Individuen in das jeweils fremde
Habitat schlieRen lassen. Die im Randbereich eines Vegetationstyps lebenden
Individuen konnten, z.B. zur Nahrungssuche, auch den angrenzenden
Vegetationstyp temporar nutzen, um danach in ihr Haupthabitat zuriickzukehren.
Gegen eine zeitlich und raumlich begrenzte Einwanderung einzelner Microcebus
murinus-Haplotypen sprechen die am Standort Ars erzielten Ergebnisse. Dieser
Standort liegt nicht wie die oben beschriebenen Untersuchungsorte im Grenzbereich
der Dornbusch- und Ubergangswaldvegetation, sondern inmitten  der
Dornbuschzone. Die Entfernung zum né&chstgelegenen Ubergangswald betragt
mindestens 5 km. Unter Berilicksichtigung des von Fredsted et al. (2005)
beobachteten maximalen ,dispersals® von ca. 500 m bei Microcebus murinus-
Méannchen und ca. 150 m bei M. murinus-Weibchen kann das Vorkommen der in Ars
festgestellten M. murinus-Haplotypen kaum durch temporédre Einwanderung
einzelner M. murinus-Haplotypen aus der Ubergangswaldzone erklart werden.
Dagegen spricht auch die Tatsache, dass es sich bei den drei Individuen mit
Microcebus murinus-Haplotyp um ein Weibchen und ihre Jungtiere handelt.
Microcebus murinus Weibchen transportieren ihre Jungtiere einzeln im Maul.

Wahrend der Futtersuche werden die Jungtiere aul3erhalb des Nestes geparkt
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(Klopfer & Boskoff 1979). Es ist somit unwahrscheinlich, dass das in Ars beobachtete
Weibchen zusammen mit zwei Jungtieren mindestens 5 km zurtickgelegt hat, um aus
der Ubergangswaldzone in die Dornbuschzone einzuwandern. Diese Erkenntnisse
und die Feststellung weiblicher Philopatrie und ,male-biased dispersal“ bei beiden
untersuchten Microcebus-Arten befurworten vielmehr eine dauerhafte Prasenz der M.
murinus-Haplotypen in  der von M. griseorufus-Haplotypen dominierten
Dornbuschzone.

Inwieweit der in der Ubergangswaldzone festgestellte Microcebus griseorufus-
Haplotyp stellvertretend fur ein dauerhaftes Vorkommen von M. griseorufus-
Haplotypen in dieser Vegetationszone steht oder ob es sich bei diesem Individuum
um einen einzelnen temporaren Einwanderer handelt, lasst sich aufgrund der kleinen
Stichprobe nicht definitiv beantworten. Die Tatsache, dass dieses Weibchen inmitten
der Ubergangswaldzone beprobt wurde und angesichts der festgestellten weiblichen
Philopatrie kdonnte man annehmen, dass Microcebus griseorufus-Haplotypen
permanent in der Ubergangswaldzone prasent sind. Grundsatzlich zeigt das
Verbreitungsmuster der mitochondrialen Haplotypen in der Kernzone des
Untersuchungsgebietes deutlich, dass Haplotypen beider Arten an Ubergangswald-
und Dornbuschstandorten sympatrisch vorkommen.

Das gemeinsame Auftreten beider Microcebus-Arten konnte bereits in einer friiheren
Untersuchung von Yoder et al. (2002) am Standort Berenty (Be) festgestellt werden.
An diesem Standort kommen beide Arten in zwei direkt aneinander grenzenden
Habitattypen vor. Die Art Microcebus murinus wurde im Galeriewald beobachtet und
M. griseorufus im angrenzenden Dornbusch. Nach Yoder et al. (2002) sprechen die
auf Grundlage morphologischer und mitochondrialer Daten erzielten Resultate fur
reproduktive Isolation zwischen Microcebus griseorufus und M. murinus. Hinweise
auf eine mogliche Genintrogression und Hybridisierung zwischen beiden Arten
konnte hier nicht festgestellt werden. In diesem Kontext ist zum einen anzumerken,
dass die von Yoder et al. (2002) eingesetzte Stichprobengrof3e (z.B. n=1 fur
Microcebus murinus) sehr klein war und zum anderen, dass die Analyse
mitochondrialer DNA sehr wenig Informationen Uber Hybridisierung liefert (Mallet
2005). In Anbetracht der beobachteten weiblichen Philopatrie und des ,male-biased
dispersal bei beiden untersuchten Arten (s. Kapitel 4.2.3, S. 127) ist die Feststellung
interspezifischer Hybridisierung allein auf Basis mitochondrialer DNA stark

eingeschréankt. Dennoch hat mitochondriale DNA in Kombination mit anderen Loci

136



Diskussion

oder mit geographischen Daten schon oft Uberzeugende Beweise fur
Genintrogression zwischen sympatrischen Arten geliefert (Mallet 2005). Als Beispiele
nennt Mallet (2005) die Hybridisierung bei Odocoileus (Carr et al. 1986), bei Gila
(Dowling & DeMarais 1993) und bei Mytilus (Gardner 1996). Auch in der hier
durchgefiihrten ersten Schwerpunktanalyse mit dem Teildatensatz konnte durch die
Kombination mitochondrialer DNA, nuklearer Mikrosatellitenloci und
morphometrischer Daten die Hybridisierung und Genintrogression zwischen den
Arten Microcebus griseorufus und M. murinus in den Ubergangswaldpopulationen
Ank und Anj festgestellt werden.

In welchem Mal3e eine potentielle Genintrogression und Hybridisierung zwischen den
hier neu beprobten Populationen beider Arten in der Kernzone des
Untersuchungsgebietes stattgefunden hat oder inwieweit die hier sympatrisch
vorkommenden Arten reproduktiv isoliert sind, lasst sich vor dem Hintergrund der
oben dargestellten Beispiele nicht allein auf Grundlage der untersuchten maternal
vererbten mitochondrialen DNA beantworten. Daher kann auch die Frage, ob die in
der Kernzone existierende Hybridzone zwischen den Arten Microcebus griseorufus
und M. murinus mit dem beobachteten Vegetationsmosaik tbereinstimmt, nicht
ausschlie8lich mit den Daten der mitochondrialen HVR 1 beantwortet werden.
Dennoch liefern die Ergebnisse der HVR 1 erste wichtige genetische Informationen
Uber die untersuchten Microcebus-Arten der Kernzone. Vor allem die weitgehende
Ubereinstimmung der Verteilung der mitochondrialen Haplotypen mit dem
beobachteten Vegetationsmosaik und das festgestellte sympatrische Vorkommen
von Haplotypen beider Arten an einzelnen Standorten der Kernzone stellen neue und
relevante Ergebnisse Uber die genetische Struktur im Grenzbereich beider Arten dar.
Die Kombination dieser Ergebnisse mit denen der neun nuklearen Mikrosatellitenloci
und der morphometrischen Daten bietet eine sehr gute Gelegenheit fur
weiterflhrende Analysen im Kontext einer mdoglichen Genintrogression und
Hybridisierung zwischen Microcebus griseorufus und M. murinus in der Kernzone des

Untersuchungsgebietes.

4.3.4 Evidenz der Hybridisierung beider Arten in der Kernzone

Die Analyse der mitochondrialen HVR 1 belegt, dass die Verteilung der Haplotypen
beider untersuchten Microcebus-Arten dem beobachteten Vegetationsmosaik folgt.

Damit konnte auf mitochondrialer Ebene eine weitgehende Ubereinstimmung des
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genetischen Verbreitungsmosaiks mit dem geographischen Vegetationsmosaik in der
Kernzone des Untersuchungsgebietes bestatigt werden. In diesem Zusammenhang
schlie3t sich die Frage an, ob das Verbreitungsmuster der nuklearen
Mikrosatellitengenotypen mit dem geographischen Vegetationsmosaik und dem
genetischen mitochondrialen Haplotypenmosaik in der Kernzone tbereinstimmt oder
ob ein kontrastierendes cyto-nukledres Muster, wie bei den bereits untersuchten
Populationen des Teildatensatzes Anj und Ank, vorherrscht.

Zur Uberprifung dieser Fragestellung wurden Alleldaten von neun nukleéren
Mikrosatellitenloci aller Individuen des Gesamtdatensatzes mit unterschiedlichen
Analyseverfahren untersucht.

Wie bereits bei der ersten Schwerpunktanalyse des Teildatensatzes wurde auch im
Rahmen der zweiten Schwerpunktanalyse mit dem Gesamtdatensatz eine
Bayes’'sche Clusteranalyse mit dem Programm STRUCTURE v. 2.1 (Pritchard et al.
2000) durchgefuhrt. Mit Hilfe des Verfahrens nach Evanno et al. (2005) wurde
ermittelt, dass die im Gesamtdatensatz ,zuoberst” liegende Struktur einer Einteilung
in zwei Gruppen (K=2) entspricht. Die Ergebnisse der Strukturanalyse fur die
Individuen der Kerngebiete der Arten Microcebus murinus und M. griseorufus zeigen
eine Ubereinstimmung mit den im Teildatensatz erzielten Ergebnissen. Mit beiden
Datensatzen konnte  eine  weitgehende Konkordanz ~ der  nukleéren
Mikrosatellitengenotypen mit den dazugehdrigen mitochondrialen Haplotypen
festgestellt werden. Im Kerngebiet der Art Microcebus murinus den feuchten
Kistenwaldern von Pe und M01-M20 werden die Individuen mit einem M. murinus-
Haplotyp mehrheitlich und mit hohen ,membership-coefficients* der M. murinus-
artigen Gruppe zugeordnet. Auch im Kerngebiet der Art Microcebus griseorufus der
westlichen Dornbuschzone zeigt sich eine Konkordanz zwischen nuklearen
Mikrosatellitengenotypen und mitochondrialen Haplotypen. Die hier untersuchten
Individuen der Standorte Mv, Be und der neu analysierte Standort Ani besitzen einen
Microcebus griseorufus-Haplotyp und clustern mit hohen ,membership-coefficients*
in die M. griseorufus-artige Gruppe. Diese mit dem Gesamtdatensatz erzielten
Ergebnisse untermauern die bereits auf Basis des Teildatensatzes festgestellte
Trennung der Microcebus griseorufus-M. murinus- Haplotypen zwischen den
Kerngebieten des Dornbuschs und des Kistenwalds.

Aus den gewonnenen Erkenntnissen des Teil- und Gesamtdatensatzes ergibt sich

die Frage, welche Verteilungsmuster die nuklearen Mikrosatellitengenotypen der neu
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beprobten Populationen der Kernzone des Untersuchungsgebietes, die ja eine
Kontaktzone zwischen beiden Microcebus-Arten darstellt, aufweisen. Alle in der
Kernzone festgestellten Microcebus griseorufus-Haplotypen clustern auch auf
Grundlage der nukledren Loci mit hohen ,membership-coefficients® mit der
Microcebus griseorufus-artigen Gruppe zusammen. Gleichzeitig wird auch der
uberwiegende Teil der Individuen der Ubergangswalder mit hohen ,membership-
coefficients” im Kontrast zu ihren mitochondrialen Haplotypen der griseorufus-artigen
Gruppe zugeordnet. Die an Dornbuschstandorten beprobten Individuen mit
Microcebus murinus-Haplotypen werden ebenfalls der griseorufus-artigen Gruppe
zugeordnet. Diese Ergebnisse zeigen, dass keine Konkordanz der nuklearen
Mikrosatellitengenotypen mit dem geographischen Vegetationsmosaik und dem
genetischen mitochondrialen Haplotypenmosaik in der Kernzone vorliegt. Das im
Gesamtdatensatz festgestellte kontrare cyto-nukleare Muster bei fast allen Individuen
der umfangreich beprobten Ubergangswaldzone und gleichzeitig auch bei Individuen
einiger benachbarter Dornbuschstandorte kénnte flir eine geographisch ausgedehnte
und komplexe Hybridzone zwischen den beiden Arten sprechen.

Das beobachtete cyto-nukledre Muster wirft die Frage auf, ob die mit der
Bayes’schen Clusteranalyse mit dem Programm STRUCTURE V. 2.1 (Pritchard et al.
2000) fur K=2 erzielten Ergebnisse durch weitere Analysen bestatigt werden. Fur die
Uberprifung dieser Ergebnisse wurde zunachst eine weitere Bayes’sche
Clusteranalyse mit dem Programm NEwWHYBRIDS v. 1.0 (Anderson & Thompson 2002)
durchgeftihrt. Die von Anderson & Thompson (2002) entwickelte Methode zielt im
Speziellen auf die Detektion von Hybridindividuen zwischen Arten (Vaha & Primmer
2006). Die Resultate mit NEwHYBRIDS zeigen ein nahezu gleiches Muster der
nuklearen Mikrosatellitengenotypen im Vergleich zur Bayes’'schen Clusteranalyse mit
STRUCTURE fur K=2. Die Individuen der Kustenwalder von M01-M20 und die
Individuen im Kerngebiet des trockenen Dornbuschs werden mit hohen posterioren
Wahrscheinlichkeiten zwei separaten Clustern zugeordnet. Die Individuen der
Ubergangswaldzone bilden auch mit NEwHYBRIDS Uberwiegend und mit hohen
posterioren Wahrscheinlichkeiten ein gemeinsames Cluster mit den Microcebus
griseorufus-Individuen der Dornbuschzone.

Diese Resultate bestatigen das mit dem Programm STRUCTURE fur K=2 festgestellte
Zuordnungsmuster der nukledren Mikrosatellitengenotypen und somit auch das

kontrare cyto-nukleare Muster in der untersuchten Ubergangswaldzone. Ferner
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wurden die von STRUCTURE als intermediar eingeordneten Individuen von
NEWHYBRIDS als F,-Hybride identifiziert. Die ausschlieBliche Detektion von F,-
Hybriden ist unerwartet, weil ihre Entstehung das Vorkommen von Fi-Hybriden
voraussetzt. Das Fehlen von F;-Hybriden bei Mikrosatellitenanalysen in Hybridzonen
mit dem Programm NewHYBRIDS (Anderson & Thompson 2002) wurde auch von
anderen Autoren festgestellt. Gow et al. (2006) beobachteten ebenfalls das Fehlen
von F;-Hybriden bei der Bayes’'sche Clusteranalyse mit 13 Mikrosatellitenloci bei der
Gattung Gasterosteus. Ein weiteres Beispiel fur fehlende F;-Hybride stellt eine
Clusteranalyse mit sieben Mikrosatellitenloci bei der Gattung Heliconius dar (Arias et
al. 2008). Beide Arbeiten begrinden das Fehlen von Fi-Hybriden vor allem mit einer
starken Selektion gegen F;-Individuen. Diese Annahme geht einher mit friheren
Untersuchungen, die feststellen konnten, dass die Entstehung von Fi-Hybriden
aufgrund von pra- und postzygotischen Fortpflanzungsbarrieren schwierig und selten
ist (Arnold 1997). Das seltene Auftreten von Fi-Hybriden kdnnte dazu gefuhrt haben,
dass diese wahrend der beiden Feldperioden nicht beprobt wurden. Eine andere
Erklarung fir den Mangel an F;-Hybride wird von einem der Entwickler des
Programms NEWHYBRIDS vorgestellt. Anderson (2008) konnte auf Basis von AFLP-
Markern feststellen, dass die Unterscheidung zwischen F; -und F,-Hybriden
schwierig ist, wenn wenige nukleare Marker eingesetzt werden. In Simulationsstudien
mit Mikrosatellitendaten konnten Vaha & Primmer (2006) zeigen, dass NEWHYBRIDS
eine relativ hohe Anzahl an Loci (248) bendtigt, um verschiedene Hybrid-Klassen zu
unterscheiden. Die Unterscheidung zwischen reinerbigen Individuen und Hybrid-
Individuen kann mit dem Programm NEWHYBRIDS aber auch bei Verwendung weniger
Loci erreicht werden (Anderson & Thompson 2002). Die hier eingesetzten neun
Mikrosatellitenloci waren fir diese Analyse also véllig ausreichend, da der Fokus auf
der generellen Feststellung von Hybrid-Individuen lag und nicht auf der
Unterscheidung einzelner Hybridklassen.

Die Gefahr einer Fehlklassifizierung von reinerbigen Individuen zu einer Hybridklasse
ist gering. Fehlklassifizierungen fiihren eher zur Unterreprdsentanz als zur
Uberreprasentanz von Hybrid-Individuen aufgrund der Zuordnung von Riickkreuzern
zu reinerbigen Individuen (Field et al. 2008). Dieses von Field et al. (2008)
beobachtete Muster kdnnte eine Erklarung fir die tberwiegende Klassifizierung der
potentiellen Hybrid-Individuen des Ubergangswaldes zur reinerbigen Elternart

Microcebus griseorufus sein.
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Um die mit beiden Programmen erzielten Ergebnisse abzusichern, wurde ein
abschlieBender Assignment-Test mit dem Programm GENECLASS 2 v. 2.0 (Piry et al.
2004) durchgefuihrt. Fur die Assignment-Tests wurde, wie bereits in der ersten
Schwerpunktanalyse mit dem Teildatensatz, die im Programm GENECLASS 2
implementierte Bayes'sche Methode nach Rannala & Mountain (1997) verwendet.
Die mit dem Teil- und Gesamtdatensatz durchgefuihrten Assignment-Tests zeigen ein
anndhernd ubereinstimmendes Zuordnungsmuster fir die gemeinsam verwendeten
Populationen. Die Individuen der feuchten Kustenwalder und die Individuen des
Kerngebietes der Dornbuschzone werden in zwei separate Cluster getrennt. Die
Individuen der Kustenwélder werden mit sehr hohen ,assignment-scores® der
Microcebus murinus-Referenzpopulation zugeordnet. Gleichzeitig werden alle
Individuen der Dornbuschzone ebenfalls mit sehr hohen ,assignment-scores* der
Microcebus griseorufus-Referenzpopulation zugewiesen. Mit den Assignment-Tests
konnte die bereits mit STRUCTURE (Pritchard et al. 2000) fir K=2 und NEWHYBRIDS
festgestellte Zuordnung der nuklearen Mikrosatellitengenotypen, das kontrastierende
cyto-nukleare Muster und das Auftreten intermediarer Individuen in der Kernzone
des Untersuchungsgebietes bestatigt werden.

Die Tests auf Kopplungsungleichgewicht und auf Abweichungen vom Hardy-
Weinberg Gleichgewicht wurden auch mit den Mikrosatellitendaten des
Gesamtdatensatzes durchgeflihrt. Die Ergebnisse dieser Tests zeigen ein
signifikantes Kopplungsungleichgewicht und ein signifikantes Heterozygotendefizit
uberwiegend in den neun Populationen der Ubergangswaldzone. Ein signifikantes
Heterozygotendefizit konnte auch in den beiden Dornbuschpopulationen Elo und Ars
beobachtet werden. Diese Ergebnisse untermauern die Annahme, dass die
Ubergangswaldzone und einzelne Standorte der dazu angrenzenden
Dornbuschzone eine Hybridzone zwischen Microcebus murinus und M. griseorufus
darstellen.

Die Analyse der morphometrischen Daten (s. Kapitel 4.2.1, S. 122), die
Populationsstrukturanalysen  und  Assignment-Tests auf  Grundlage der
Mikrosatellitenloci, die Verteilung der mitochondrialen Haplotypen, die Ergebnisse
der Tests auf Kopplungsungleichgewicht und Abweichung vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht und das kontrastierende cyto-nukledre Muster bestatigen nicht nur die
mit dem Teildatensatz festgestellte Hybridzone zwischen den Arten Microcebus

murinus und M. griseorufus, sondern erweitern diese auf die Ubergangswalder der
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gesamten Nord-Sud-Hugelkette und auf die inmitten der westlichen Dornbuschzone
gelegenen Ubergangswalder Ita und Amb der Ost-West-Hiigelkette. Ferner gibt es
starke Hinweise auf eine Hybridisierung beider Microcebus-Arten an

Dornbuschstandorten der Kernzone des Untersuchungsgebietes.

4.3.5 Ausdehnung und Struktur der Hybridzone

Die im Rahmen der Feldperioden 2007/2008 gewonnenen biogeographischen
Erkenntnisse und die darauf aufbauende Entwicklung einer Beprobungsstrategie
bildeten die essentiellen Voraussetzungen fur die Untersuchung der Kernzone des
Untersuchungsgebietes. Die Kombination dieser Erkenntnisse mit einer intensiven
Analyse der morphometrischen und genetischen Daten des Gesamtdatensatzes
fuhrte zur Detektion einer weitrdumigen Hybridzone zwischen den Arten Microcebus
griseorufus und M. murinus in der untersuchten Kernzone. Hier schliel3t sich die
Frage an, welchen Einfluss die Vegetationsstruktur der Kernzone auf die festgestellte
Hybridzone hat. Gibt es eine Ubereinstimmung zwischen der in der Kernzone
existierenden Hybridzone und dem beobachteten Vegetationsmosaik? Die bisher mit
morphometrischen und genetischen Daten erzielten Ergebnisse sprechen dafur. Aber
welche weiteren Ergebnisse untermauern diese Ergebnisse?

In der Bayes’schen Clusteranalyse mit dem Programm STRUCTURE V. 2.1 (Pritchard
et al. 2000) konnte neben K=2 als ,zuoberst" liegender Struktur im Datensatz auch
K=3 als mogliche alternative Clusteranzahl festgestellt werden. Die Ergebnisse der
Clusteranalyse fur K=3 (s. Kapitel 3.3.3.7, S. 106) mit dem Teil- und
Gesamtdatensatz zeigen, wie bereits die Ergebnisse fir K=2, eine Trennung der
Kistenwaldindividuen aus Mandena (M) und der Uberwiegenden Mehrheit der
Individuen der Dornbuschstandorte in zwei separate Microcebus murinus und M.
griseorufus Cluster. Das dritte Cluster bilden die in den vorherigen Analysen mit
morphometrischen und genetischen Daten identifizierten Hybridindividuen (s. Kapitel
4.3.4). Dieses dritte Cluster umfasst die Individuen der Ubergangswaldstandorte der
Nord-Siud-Higelkette und der Ost-West-Hugelkette. Gleichzeitig werden auch die
sechs potentiellen Hybridindividuen der Dornbuschstandorte Akd, Ars und Elo mit
hohen ,membership-coefficients* dem Hybridcluster zugeordnet. Auch das Auftreten
einzelner intermediarer Individuen ist im Hybridcluster zu beobachten. Diese
Ergebnisse stellen keineswegs einen Einzelfall dar. In Bayes’schen Clusteranalysen
mit STRUCTURE fur K=3 konnten Gompert et al. (2006) bei der Gattung Lycaeides und
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Mavérez et al. (2006) bei der Gattung Heliconius ein &hnliches Clustermuster
feststellen. Dabei bilden die Elternarten jeweils ein distinktes Cluster. Die auch auf
Grundlage weiterer Ergebnisse eindeutig als Hybride identifizierten Individuen
clustern in ein eigenes separates drittes Cluster zusammen.

Das hier festgestellte Clustermuster konnte in den durchgefiihrten Hauptkoordinaten-
und Hauptkomponentenanalysen mit genetischen Daten des Gesamtdatensatzes
bestétigt werden. In der PCA und in der PCoA sind drei Populationscluster zu
erkennen. Dabei bilden die Microcebus murinus-Populationen des Kistenwalds, die
M. griseorufus-Populationen der Dornbuschzone und die Hybridpopulationen der
Ubergangswalder jeweils separate Cluster. Das Cluster der Hybridpopulationen
nimmt vor allem fur die jeweils erste Dimension eine Position zwischen den beiden
anderen Clustern ein.

Die hier erzielten Ergebnisse in Kombination mit den in Kapitel 4.3.4 vorgestellten
Ergebnissen zeigen, dass die Hybridzone grofdtenteils dem beobachteten
Vegetationsmosaik folgt. Damit kann die eingangs formulierte Fragestellung, ob die
in der Kernzone des Untersuchungsgebietes existierende Hybridzone zwischen den
Arten  Microcebus griseorufus und M. murinus mit dem beobachteten
Vegetationsmosaik tbereinstimmt, bestatigt werden.

In Abbildung 40 ist die geographische Struktur der festgestellten Hybridzone
dargestellt. Die in der ersten Schwerpunktanalyse des Teildatensatzes
angenommene Struktur der Hybridzone, die sich als schmaler in Nord-Sudrichtung
verlaufender Ubergangswaldstreifen zwischen dem westlichen trockenen Dornbusch
und dem dstlichen feuchten Kustenwald erstreckt, kann nur zum Teil bestétigt
werden. Die dargestellten Ergebnisse des Gesamtdatensatzes verdeutlichen, dass
sich die Ubergangswaldzone, die gleichzeitig den GrofRteil der Hybridzone
reprasentiert, nicht ausschlie3lich in Nord-Siud-Richtung zwischen Dornbusch und
Klustenwald erstreckt, sondern auch in Ost-West-Richtung in die Dornbuschzone
hineinragt. Die westlichen Standorte der Hybridzone, die Ubergangswalder Ita und
Amb sind umgeben von Dornbuschvegetation und ragen inselhaft aus dieser Zone
heraus. Die an diesen beiden Standorten festgestellten Hybridpopulationen sind
somit komplett von Individuen der Art Microcebus griseorufus umgeben. Ostlich der
Nord-Sud-Higelkette erstreckt sich die Hybridzone Gber die Ankilivalo-Ebene bis hin
zum Standort Anj am Ful3e des Lavasoa-Gebirges.

Die Hybridzone stimmt mit dem beobachteten Vegetationsmosaik Uberein, ist aber
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nicht ausschlieRlich auf die Ubergangswaldzone beschrankt. In Kapitel 4.3.3 wurde
das sympatrische Vorkommen von mitochondrialen Haplotypen beider Microcebus-
Arten an den drei Dornbuschstandorten Akd, Elo und Ars dargestellt und diskutiert.
Diese in unmittelbarer Nahe zur Ubergangswaldzone (d.h. Hybridzone) gelegenen
Standorte werden vornehmlich von Individuen der Art Microcebus griseorufus
dominiert. Nach der umfassenden Analyse aller genetischen Daten war es mdglich
Individuen dieser Standorte mit einem Microcebus murinus-Haplotyp als
Hybridindividuen zu identifizieren. Diese Ergebnisse sprechen gegen die in Kapitel
4.3.3 diskutierte Mdglichkeit einer dauerhaften oder temporaren Einwanderung
einzelner reinerbiger Individuen in das jeweilige Fremdhabitat. Das Auftreten
naturlicher Hybridisierung zwischen in Sympatrie lebenden Arten wurde in
verschiedenen Taxa beobachtet (Mallet 2005). Inwieweit diese Hybride zu groReren
in der Dornbuschebene vorkommenden Hybridpopulationen gehdren oder ob diese
aus den umliegenden Hybridpopulationen der Ubergangswalder temporéar oder
dauerhaft in den Dornbusch einwandern, wird vor dem Hintergrund der beobachteten
Verteilung der mitochondrialen Haplotypen in Kapitel 4.3.3 detailliert diskutiert. Das
Vorkommen  einzelner  Microcebus  murinus-M.  griseorufus-Hybride  an
Dornbuschstandorten der Kernzone spiegelt die Komplexitat und Dynamik der
festgestellten Hybridzone wider. Die Mosaikstruktur der Hybridzone wird nicht nur
durch die flickenhaft verteilten Ubergangswalder determiniert, sondern auch durch
das punktuelle und inselhafte Vorkommen von Hybridisierung in der
Dornbuschebene der Kernzone. Die komplexe Struktur der Hybridzone wird
zusatzlich durch die Hybridisierungssignale in der Kistenwaldpopulation Petriky (Pe)
bestétigt. In dieser an der Ostgrenze der Hybridzone gelegenen Population konnte
ein kontrastierendes Muster zwischen nukledren Mikrosatellitengenotypen und
mitochondrialen Haplotypen bei einzelnen Individuen festgestellt werden.

Die Ausdehnung der Hybridzone kann nur auf Basis der festgestellten
Hybridpopulationen geschatzt werden. Es ist nicht auszuschlieRen, dass diese
groRere AusmalRe aufweist, als hier beschrieben. Geht man davon aus, dass die
Hybridpopulation Ita den westlichsten Standort der Hybridzone darstellt und Anj den
Ostlichsten so hat die Hybridzone eine maximale Breite von ca. 21 km. In Nord-Sud-
Richtung erreicht die Hybridzone zwischen den Ubergangswaldstandorten Ari und
Voh eine Lange von maximal ca. 7 km. Die angegebene Gesamtlange und -breite

der Hybridzone sollte aber nicht dariber hinwegtauschen, dass diese keine
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zusammenhangende Hybridzone reprasentiert. Die Hybridzone setzt sich aus

einzelnen kleineren Hybridzonen-Kernen zusammen, die mosaikartig in der

Kernzone des Untersuchungsgebietes verteilt sind.
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Abbildung 40: Struktur der M. murinus-M. griseorufus-Hybridzone

Dargestellt ist die geographische Struktur der Hybridzone zwischen den Arten Microcebus
murinus und M. griseorufus. Darstellung auf Grundlage von GOOGLE EARTH 4.3.

Die Frage ist nun, inwieweit die hier festgestellte Hybridzone zwischen Microcebus
murinus und M. griseorufus dem Modell einer ,Mosaik Hybridzone" (s. Einleitung)
entspricht. Das Modell der ,Mosaik Hybridzone* wurde von Harrison (1986 &1990)
und Rand & Harrison (1989) bei der Gattung Gryllus und von Howard (1982 & 1986)
bei der Gattung Allonemobius beschrieben. Demnach entsteht die Struktur einer
.Mosaik Hybridzone" durch die Anpassung beider Elternarten an unterschiedliche,
flickenartig verteilte Habitate. Eine Hybridisierung zwischen den Elternarten findet
vornehmlich an ,Flickengrenzen* und/oder in intermedidren Habitaten statt. Diese
Sichtweise wird durch ein Zitat von Howard (1986) veranschaulicht. Um eine

Sinnverfalschung zu vermeiden, ist das Zitat im Original dargestellt:
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“The mosaic pattern of distribution exhibited by the two species in the Allegheny
Mountain region and the seeming importance of climate in mediating this pattern
suggest a scenario for the development of extensive geographic overlap between
two previously isolated populations. Broad zones of contact may form between two
populations which have become adapted to different environments in allopatry and
which meet in a region where the two environments, as well as intermediate
environments, are patchily distributed.”

Wie in Kapitel 4.3.2 detailliert beschrieben und diskutiert, unterliegt auch die in dieser
Arbeit untersuchte Region in Siddostmadagaskar einem starken Kklimatischen
Einfluss, der zu extremen Unterschieden zwischen dem trockenen westlichen Tell
und dem feuchten 6stlichen Teil des Untersuchungsgebietes fuhrt. Die beiden Arten
Microcebus  griseorufus und M. murinus sind an unterschiedliche
Umweltbedingungen  angepasst. Die  Untersuchungen  genetischer und
morphometrischer Daten mit dem Teil-und Gesamtdatensatz sprechen stark fur eine
Verbreitung der Art Microcebus griseorufus im trockenen westlichen Dornbusch und
fur das Vorkommen der Art M. murinus im feuchten dstlichen Kistenwald. Zwischen
den beiden Vegetationszonen existiert eine breite Zone intermediarer
Ubergangswalder. Diese stellt eine Kontaktzone zwischen Microcebus griseorufus
und M. murinus dar, in der beide Arten hybridisieren. Aufgrund der klimatischen
Bedingungen und des Reliefs in der Kernzone des Untersuchungsgebietes weist
diese Hybridzone eine flickenartige Mosaikstruktur auf. Diese festgestellten Muster
stimmen weitgehend mit denen einer ,Mosaik Hybridzone* tGiberein.

Auf Grundlage ihrer Ergebnisse schliel3en die oben genannten Autoren, dass die in
einer ,Mosaik Hybridzone" entstehenden Hybridindividuen eine geringere ,Fitness*
aufweisen als die Elternarten und dass diese einer starken exogenen Selektion
unterliegen. Infolgedessen wird die Struktur der Hybridzone durch Umwelteinflisse
geformt und erhalten. Exogene also umweltabhangige Selektion kdnnte auch in der
hier untersuchten Hybridzone eine Rolle spielen, da beide Elternarten in
unterschiedlichen Habitaten verbreitet sind und in einer Ubergangswaldzone in
Kontakt treten. Aufgrund dessen konnte angenommen werden, dass sich ihre
Genome durch die Anpassung an unterschiedliche Umweltbedingungen
unterscheiden. Exogene Selektion gegen Hybride oder gegen bestimmte
Hybridtypen konnte auch das vornehmlich in  Ubergangswaldpopulationen

auftretende signifikante  Kopplungsungleichgewicht und Heterozygotendefizit
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erklaren. In der Tat konnte eine Beziehung zwischen umweltbedingten und
genetischen Mustern festgestellt werden. Die Ergebnisse des partiellen Manteltests
im Teil- und Gesamtdatenssatz zeigen einen signifikanten Zusammenhang zwischen
Vegetationstypen und genetischen Distanzen zwischen Populationen unter Kontrolle
der geographischen Distanzen. Unterstitzung findet dieses Ergebnis z.B. auch durch
die festgestellten Muster in der Clusteranalyse mit STRUCTURE v. 2.1 (Pritchard et al.
2000) fur K=3 sowie durch die Resultate der PCA und PCoA, die weitgehend die drei
beobachteten Vegetationstypen widerspiegeln.

Die Starke des Selektionsdrucks auf Hybridindividuen und die ,Fitness* der Hybride
im Vergleich zu den Elternarten lasst sich mit den vorliegenden Daten nicht genau
quantifizieren. Einen bestehenden Selektionsdruck vor allem auf Fi-Hybride lassen
die Ergebnisse der Clusteranalyse mit dem Programm NEwHYBRIDS v. 1.0 (Anderson
& Thompson 2002) vermuten. Die Identifikation von F,-Hybriden und weiterer
Hybridgenotypen spricht jedoch fur das Vorkommen von Hybriden in den
untersuchten Ubergangswaldern. Die Bildung von Fi-Hybridindividuen kénnte selten
sein. Einmal entstanden, kdnnten sich diese und andere Hybridgenotypen aber z.B.
in Ubergangszonen etablieren (Arnold 1997).

Innerhalb der mosaikartig verteilten Ubergangswaldzone konnte eine hohe Abundanz
von Hybridindividuen gegeniuber den reinerbigen Individuen beider Elternarten
festgestellt werden. Die hohe Anzahl festgestellter Hybride in dieser Zone kénnte
nicht nur gegen eine verminderte ,Fitness" der Hybride gegentiber den Elternarten
sprechen, sondern sogar fir eine hoéhere ,Fitness” dieser Individuen. Solche Zonen
sind durch Populationen gekennzeichnet, die ganz oder zum grof3ten Teil aus
Hybridindividuen zusammengesetzt sind und treten dann auf, wenn ausreichende
Habitate vorhanden sind, in denen Hybride eine hohere ,Fitness” haben (Gartside
1980). Die festgestellte hohe Anzahl an Hybridindividuen und das gleichzeitig seltene
Vorkommen reinerbiger Individuen in den intermedidaren Ubergangswaldern
unterstitzen die Annahme, dass die Microcebus murinus- M. griseorufus-Hybridzone
auch dem ,Bounded Hybrid Superiority model* entsprechen koénnte. Dieses von
Moore (1977) beschriebene Modell gehort wie auch das Modell der ,Mosaik
Hybridzone® zu den umweltabhé&ngigen Hybridzonen-Modellen. Im ,Bounded Hybrid
Superiority model“ wird davon ausgegangen, dass Hybridindividuen in bestimmten
Habitattypen, z.B. schmalen, intermediaren Ubergangshabitaten eine hohere

.Fitness* gegentber den Elternarten besitzen, aber gleichzeitig in den
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Elternhabitaten weniger fit sind als diese. Das Vorkommen von Hybridindividuen ist
somit auf die intermedidaren Habitate beschrankt. Die Microcebus murinus-M.
griseorufus-Hybridzone ist u.a. durch die komplexe mosaikartige Struktur und durch
ihre relativ grol3e Weite im Verhaltnis zum beobachteten ,dispersal” (Fredsted et al.
2005) gekennzeichnet und entspricht dadurch nicht ausschlieRlich einem reinen
.Bounded Hybrid Superiority model“. Das Auftreten einzelner Hybridindividuen in der
Dornbuschzone und im Kistenwald von Pe also in den jeweiligen Elternhabitaten
steht auch im Kontrast zu den Annahmen des ,Bounded Hybrid Superiority model“.
Das in den Datensatzen beider Schwerpunktanalysen hauptsachlich in den
Hybridpopulationen festgestellte  signifikante  Kopplungsungleichgewicht und
Heterozygotendefizit kdnnte auch durch die Balance zwischen endogener Selektion
gegen Hybride und der Einwanderung beider Elternarten in die Hybridzone
entstanden sein und wirde somit ein ,Tension Zone“ Modell beflirworten. Die
.rension Zone* nach Barton & Hewitt (1985) gehdrt zu den umweltunabhangigen
Hybridzonen-Modellen und geht davon aus, dass Hybride generell eine geringere
.Fitness* aufweisen als die Elternarten. Durch die Balance der oben genannten
Prozesse entspricht die Hybridzone einer kontinuierlich verlaufenden und schmalen
Zone. Die hier beobachtete Struktur und Grole der Microcebus murinus-M.
griseorufus- Hybridzone, sowie der festgestellte Zusammenhang zwischen
umweltbedingten und genetischen Mustern widersprechen dem Modell einer
.rension Zone“. Auch die festgestellte hohe Zahl privater, Microcebus murinus-
artiger Haplotypen in den Ubergangswaldern spricht gegen eine ,Tension Zone“.
Unter der Annahme einer ,Tension Zone“ mussten reinerbige Populationen beider
Elternarten in unmittelbarer Nahe der Hybridzone vorkommen. Aus diesen
reinerbigen Populationen misste eine permanente Einwanderung in die Hybridzone
stattfinden. Die eingewanderten Individuen missten dann auch die gleichen
Haplotypen tragen wie ihre Verwandten in den reinerbigen Populationen.

Die komplexe Struktur der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Hybridzone kann
nicht ausschliel3lich durch eines der dargestellten Hybridzonen-Modelle beschrieben
werden. Vielmehr zeigt der Vergleich der untersuchten Hybridzone mit den
bestehenden Hybridzonen-Modellen, dass die Struktur einer Hybridzone stark von
der Beprobungsstrategie und dem angesetzten Mal3stab abhéngt. Wird ein grol3er
Maflstab gewahlt mit einer Beprobung entlang eines Transektes von der trockenen

Dornbuschzone tber den Ubergangswald der Nord-Sud-Hugelketten hin zum
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feuchten Kistenwald, wie es bei dem beprobten Teildatensatz durchgefiihrt wurde,
SO weisen einige untersuchte Parameter, wie z.B. die durchschnittlichen
~.membership-coefficients” fur K=2, das signifikante Kopplungsungleichgewicht oder
das signifikante Heterozygotendefizit den Charakter einer Cline auf und konnten
somit fir das Modell einer ,Tension Zone“ sprechen. Auf Grundlage weiterer
Ergebnisse der ersten Schwerpunktanalyse mit dem Teildatensatz, wie z.B. die hohe
Anzahl privater Haplotypen in den Populationen der Ubergangswaldzone, konnte
eine reine ,Tension Zone“ ausgeschlossen werden. Das im Rahmen des
Gesamtdatensatzes beobachtete Vegetationsmosaik in der Kernzone des
Untersuchungsgebietes fuhrte zu der Annahme, dass die Beprobung eines einzigen
Transekts nicht ausreicht, um die Komplexitdt der Hybridzone zu erfassen. Daher
wurde eine intensive Beprobung der Kernzone, also eine Beprobung in einem
mittleren Mafl3stab, durchgefuhrt. Auf einer mittleren rdumlichen Skala kénnten die
oben dargestellten und diskutierten Ergebnisse fur eine ,Mosaik Hybridzone*
sprechen. Auf einer feinraumigen Skala geht die ,Mosaik Hybridzone" in einzelne
kleinere und groRRere Hybridzonen-Kerne uber, die eine hohe Abundanz von
Hybridindividuen aufweisen und damit das ,Bounded Hybrid Superiority model*
annehmen lassen. Durch die Analyse auf einer tieferen Ebene, namlich auf der
einzelner Standorte, konnte nicht nur das sympatrische Vorkommen beider
Microcebus-Arten an Dornbuschstandorten der Kernzone beobachtet werden
sondern sogar das Auftreten einzelner Hybridindividuen z.B. am Dornbuschstandort
Ars. Der gewahlte Untersuchungsmalistab spielt somit eine wichtige Rolle fur die
Struktur  der hier untersuchten Hybridzone in der Kernzone des
Untersuchungsgebietes. Fiur das fundierte Verstandnis, welche Prozesse die Struktur
der Microcebus murinus-M. griseorufus-Hybridzone geformt haben, muissen alle

beschriebenen Skalen einbezogen und analysiert werden.

4.3.6 Muster und Prozesse in der Hybridzone

Die Betrachtung des Untersuchungsgebietes auf einer grol3rdaumigen Skala zeigt,
dass diese Region durch eine trockene westliche und eine feuchte 6stliche
Vegetation gekennzeichnet ist. Die zwischen diesen Vegetationszonen gelegene
intermediare Ubergangswaldzone reprasentiert eine parapatrische Grenze zwischen
den Arten Microcebus griseorufus und M. murinus, in der die Hybridisierung beider

Arten festgestellt werden konnte. Wird die Skalierung auf einen mittleren Maf3stab
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verandert, also eine Fokussierung auf die Kernzone des Untersuchungsgebietes, so
wird deutlich, dass die Hybridzone mit dem beobachteten Vegetationsmosaik
Ubereinstimmt. Die Struktur der Hybridzone kénnte somit einer ,Mosaik Hybridzone*
entsprechen. Auf einer feinrdumigen Skala zeigt sich jedoch, dass nicht die beiden
Elternarten in den flickenartig verteilten Hybridzonen-Kernen dominieren sondern die
Hybridgenotypen. Diese Ergebnisse kénnten fur eine Uberlegenheit der Hybride
gegeniber den Elternarten im intermediaren Habitat sprechen und dadurch das
.Bounded Hybrid Superiority model* unterstiitzen. Der Vergleich der genetischen
Daten der Individuen der Hybridzone zeigt ein kontrastierendes Muster zwischen den
mitochondrialen Haplotypen und den nukledren Genotypen bei der Mehrzahl der
untersuchten Individuen. Diese Individuen besitzen alle einen Microcebus murinus-
Haplotyp und einen nukledren M. griseorufus-Genotyp. Das kontrare cyto-nukleére
Muster verdeutlicht zunachst, dass eine mogliche Uberlegenheit von
Hybridindividuen in diesem Habitattyp vornehmlich gegeniber einer Elternart
existieren konnte. Die Nicht-Ubereinstimmung der mitochondrialen Haplotypen mit
den Mikrosatelliten- Genotypen deutet stark auf eine asymmetrische Introgression
hin. Im Rahmen der ersten Schwerpunktanalyse auf Grundlage des Teildatensatzes
konnte bereits festgestellt werden, dass eine durch ,male-biased dispersal®
angetriebene nukledre Introgression von Microcebus griseorufus in M. murinus-
Populationen im Bereich der intermediaren Ubergangswaldzone stattgefunden haben
kénnte. Diese Annahme wird durch die Ergebnisse der zweiten Schwerpunktanalyse
mit dem Gesamtdatensatz bestatigt. Unterstitzt wird dieses Szenario auch durch die
vorherrschende Heterogenitat der Mikrosatelliten-Genotypen, durch die hohe Anzahl
beobachteter Allele und durch die hohen ,allelic richness“-Werte in den
Ubergangswaldpopulationen. Eine unidirektionale nukleare Introgression konnte
bereits in einigen Studien nachgewiesen werden (Lu et al. 2001, Abe et al. 2005, Di
Candia & Routman 2007), sogar in der von Harrison (1986) untersuchten ,Mosaik
Hybridzone* der Gattung Gryllus.

Hier schlie3t sich die Frage an, warum die nukledre Introgression asymmetrisch
erscheint, also fast nur unidirektional von Microcebus griseorufus nach M. murinus.
Eine Erklarung fur dieses Muster kbnnte eine mogliche cyto-nukledre Inkompatibilitat
(Arnold 1993) darstellen, bei der die Kombination von mitochondrialem Microcebus
griseorufus Haplotyp mit nukledren M. murinus-Allelen Anpassungsnachteile mit sich

bringt. Der in der untersuchten Region festgestellte Klimawandel ware eine weitere
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Erklarung fur die beobachtete Asymmetrie. Auf Grundlage von Pollenanalysen
konnte Burney (1993) eine vor ca. 3000 Jahren einsetzende Aridifikation in
Sudmadagaskar feststellen. Unterstitzt werden diese Ergebnisse durch eine Studie
von Virah-Sawmy et al. (2009). Diese konnten in den Kiustenwaldern von Mandena
(M) im ostlichen Teil des Untersuchungsgebietes ebenfalls Aridifikationintervalle
nachweisen. Subfossile Funde verschiedener Regenwaldarten, z.B. der Lemurenart
Avahi laniger, in der Andrahomana-Hohle sudlich der Nord-Sud-Hugelkette in der
Kernzone des Untersuchungsgebietes (MacPhee 1987, Goodman et al. 2006 &
2007, Burney et al. 2008, s. Abbildung 40) lassen vermuten, dass vor der
einsetzenden Aridifikation ein feuchteres Klima im Untersuchungsgebiet geherrscht
haben konnte.

Die oben dargestellten Ergebnisse und die im Rahmen beider Schwerpunktanalysen
festgestellten biogeographischen Muster lassen folgendes Szenario zu. Die
Aridifikation in Sudmadagaskar fihrte zu einer Ausdehnung der Dornbuschzone
nach Osten, zur gleichzeitigen Zurickdrangung feuchterer Vegetationstypen und zu
einer Verschiebung des Okotons in das hier untersuchte Gebiet. Die neu
entstandenen trockenen Habitate konnten durch die an die trockenen
Umweltbedingungen des Dornbuschs angepasste Art Microcebus griseorufus
besetzen werden. Durch das Vordringen von Microcebus griseorufus nach Osten
wurde die Art M. murinus gleichzeitig zuriickgedrangt. Diese konnte sich in feuchtere
Habitate wie z.B. die feuchten Schluchtwalder der jetzigen Ubergangszone in der
Kernzone des Untersuchungsgebietes zurlckziehen. Die fortschreitende Aridifikation
hatte zur Folge, dass sich die Dornbuschzone in der Ebene weiter ausdehnte und die
westlichsten Ubergangswalder Ita und Amb umkreiste und isolierte. Dadurch wurden
auch die in den Ubergangswaldern lebenden Microcebus murinus Populationen
isoliert und regelrecht von den im Dornbusch dominierenden M. griseorufus
Populationen umgeben. Aktuell reicht der Dornbusch bis an den Ful3 der Nord-Std-
Hugelkette heran. Die verinselten Ubergangswalder entsprechen demnach einzelnen
Enklaven inmitten einer groR3flachigen Dornbuschzone. Die darin vorkommenden
Populationen der Art Microcebus murinus bilden sogenannte ,Taschen” innerhalb der
dominierenden Art Microcebus griseorufus. In solchen ,Taschen® ist die seltene Art
fast immer gezwungen, sich mit der abundanten Art zu kreuzen (Arntzen & Wallis
1991). Eine unidirektionale nukledre Introgression von der dominierenden Art

Microcebus griseorufus in die Art M. murinus erscheint somit wahrscheinlich. Das
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vorliegende genetische Muster in den intermediaren Ubergangswaldern konnte also
fur eine Hybriddominanz gegenuber einer Art sprechen namlich gegenuber
Microcebus murinus. Nach Avise (1994) werden seltene Arten oft durch
Hybridindividuen verdrangt, wenn diese mit einer zweiten numerisch dominanten Art
in Kontakt kommen. Die stattgefundene asymmetrische nukleére Introgression von
Microcebus griseorufus-Allelen verbunden mit dem intermediaren Habitat kénnten zu
Selektionsvorteilen und einer erhdhten ,Fithess” der Hybridindividuen gegeniber den
reinerbigen Individuen der Art M. murinus gefihrt haben. Dies erklart auch die
massive asymmetrische nukleare Introgression und die hohe Abundanz von
Hybridindividuen in den Ubergangswaldpopulationen der Nord-Siid-Hiigelkette und in
der dazu 6stlich angrenzenden Ankilivalo-Ebene. Das nukleédre Introgessionsmuster
der Bayes'schen Clusteranalyse fur K=2 zeigt aber auch, dass die Intensitat der
Introgression von Microcebus griseorufus-Allelen 6stlich von Ank stetig nachlasst. In
den Populationen der feuchten Kistenwalder von Mandena (M) sind keine nukle&aren
Introgressionssignale zu beobachten. Diese und weitere Ergebnisse weisen auf
reinerbige Microcebus murinus-Populationen in den feuchten dstlichen Habitaten hin.
Eine Introgression von Microcebus murinus-Allelen in westlicher Richtung scheint
aufgrund der nach Osten vorriickenden Dornbuschzone und den dadurch trockener
und rauer werdenden Umweltbedingungen erschwert.

Nach den gewonnenen Erkenntnissen weisen die bei fast allen Hybridindividuen der
Ubergangswaldzone beobachteten Microcebus murinus-Haplotypen auf ehemals
reinerbige M. murinus-Populationen in der Kernzone des Untersuchungsgebietes hin.
Diese im ruckwartigen Bereich der in Ostlicher Richtung vordringenden nukleéaren
Microcebus griseorufus-Allele hinterlassene mitochondriale M. murinus-Spur liel3e
sich durch die festgestellte weibliche Philopatrie bei M. murinus und die dadurch
hervorgerufene langsamere Ausbreitung mitochondrialer DNA erklaren. Die
Microcebus murinus-Haplotypen reprasentieren somit Relikte des ehemaligen
Verbreitungsgebietes der Art M. murinus, aus dem diese durch eine unidirektionale
Hybridisierung fast vollstdndig verdrangt wurde. Vor dem Hintergrund der hier
prasentierten Daten konnte es plausibel erscheinen, dass die festgestellten
Klimaveranderungen in Sudmadagaskar wie ein Katalysator fur die Hybridisierung
der beiden Arten Microcebus murinus und M. griseorufus gewirkt haben kdnnten.
Durch die Aridifikation in dieser Region kam es zur Veranderung der

Umweltbedingungen und zur Verschiebung der Vegetationszonen. Eine damit
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einhergehende Expansion des Verbreitungsgebietes der Art Microcebus griseorufus
nach Osten fuhrte zur unidirektionalen introgressiven Hybridisierung in der aktuellen
Ubergangswaldzone und zu einer Verdrangung der reinerbigen Populationen der Art
M. murinus aus der Kernzone des Untersuchungsgebietes. Die Introgression von
Microcebus griseorufus-Allelen reicht jedoch nicht bis an die dstliche
Verbreitungsgrenze der Art M. murinus. In diesen feuchten Kistenwaldhabitaten

dominieren reinerbige Microcebus murinus-Populationen.

4.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Ein auf Klimaveranderungen beruhendes biogeographisches Modell wurde von
Wilmé et al. (2006) beschrieben. Dieses Modell basiert auf der Feststellung, dass
zahlreiche kleinraumige Verbreitungsgebiete der Mikroendemiten Madagaskars mit
Arealen zusammenfallen, die wahrend der pleistozanen Eiszeiten isoliert gewesen
sein konnten. Daraus schlieBen Wilmé et al. (2006), dass die in diesen
RefugialrAumen stattgefundenen allopatrischen Artbildungsprozesse eine Erklarung
fur den hohen Anteil an Mikroendemiten in Madagaskar sein konnten. Andere
Autoren gehen eher davon aus, dass die in Madagaskar vorherrschenden
Okologischen Klimagradienten zum hohen Grad an Mikroendemiten gefihrt haben
konnten (Dewar & Richard 2007). In einer von Raxworthy et al. (2007)
durchgeflihrten Untersuchung bei Taggeckos der Gattung Phelsuma wird
beispielsweise parapatrische Artbildung entlang eines Klimagradienten als mdglicher
Prozess im Zuge der Radiation dieser Gattung diskutiert.

Beide vorgestellten biogeographischen Modelle wurden von Pearson & Raxworthy
(2009) in einer vergleichenden Studie untersucht. Die Autoren kommen zu dem
Schluss, dass beide biogeographischen Modelle zutreffend sein kénnten, aber
alleine nicht ausreichen, um die biogeographische Komplexitdt Madagaskars zu
erklaren. Fur den starken Mikroendemismus in Madagaskar kénnten somit multiple
Prozesse verantwortlich sein. In beiden Modellen bleiben einige Fragen
unbeantwortet. In dem von Wilmé et al. (2006) beschriebenen Modell stellen sich die
Fragen, welche evolutionaren Prozesse durch sekundéren Kontakt wahrend der
interglazialen Phasen stattgefunden haben kénnten und ob die eiszeitlichen Phasen
fur die Bildung reproduktiver Isolation ausreichten. Die Radiationen vieler von Wilmé
et al. (2006) untersuchten Mikroendemiten hat vor Beginn des Pleistozans

eingesetzt, wie z.B. bei der in dieser Arbeit untersuchten Gattung Microcebus vor ca.
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7-10 Millionen Jahren (Yang & Yoder 2003). Die Frage, ob bereits vor dem
Pleistozan phasenweise Isolationen derselben Gebiete stattgefunden haben
kénnten, bleibt im Modell von Wilmé et al. (2006) unbeantwortet.

Im Zusammenhang mit dem Modell der parapatrischen Artbildung entlang eines
Klimagradienten ergibt sich die Frage, welche evolutionsbiologischen Prozesse in
Rand- und Grenzbereichen der parapatrisch vorkommenden Arten stattfinden
konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein solcher parapatrischer Grenzbereich zwischen
zwei Microcebus-Arten in einer durch einen starken Klimagradienten gepragten
Region in Siddostmadagaskar untersucht (s. Kapitel 4.3.2, S. 130). Obwohl
Microcebus murinus und M. griseorufus distinkte Arten darstellen und die Divergenz
zwischen ihnen groRRer ist als zwischen vielen anderen Arten dieser Gattung (Yoder
et al. 2000), spricht die hier festgestellte Hybridisierung klar gegen reproduktive
Isolation zwischen diesen Arten im hier untersuchten Okoton. Trotz der massiven
unidirektionalen introgressiven Hybridisierung innerhalb der Kernzone des
Untersuchungsgebietes bewahren beide Arten ihre Diskretheit. Diese kénnte durch
eine unterschiedlich wirkende umweltabhangige Selektion hervorgerufen werden, bei
der eine Art in einem bestimmten Vegetationstyp Selektionsvorteile gegeniber der
anderen Art oder gegeniuber Hybridindividuen besitzt. Exogene Selektion kdnnte zu
Anpassungsvorteilen der Art Microcebus griseorufus in der trockenen
Dornbuschvegetation und der Art M. murinus in der feuchten Kistenwaldvegetation
gefuhrt haben, aber gleichzeitig auch zu Selektionsvorteilen von Hybridindividuen
gegenuber der Art M. murinus in der intermediaren Vegetation der
Ubergangswaldzone. Die Wirkung endogener Selektion, vor allem in der
beobachteten Hybridzone, kann nicht ausgeschlossen werden. Das Fehlen von F;-
Hybridindividuen und die geringe Anzahl intermediarer Hybride konnten fir
endogene Selektion gegen bestimmte Hybridtypen sprechen (Arnold 1997). Auch
eine potentielle cyto-nukledre Inkompatibilitat wirde einen Einfluss endogener
Selektion stitzen. Dennoch spricht die hohe Abundanz von Hybridindividuen in
diesem intermediaren Habitat gegen eine massive endogene Selektion und vielmehr
fur einen starken Einfluss der vorherrschenden Umweltbedingungen. Ob nun die
Microcebus-Individuen ihre bevorzugte Umwelt auslesen oder inwieweit die Umwelt
die Individuen selektiert, wie von Harrison (1986) bei der Gattung Gryllus diskutiert,

bleibt eine offene Frage. Dessen ungeachtet bleibt festzuhalten, dass eine hohe
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Diversitat von Vegetationstypen zum Erhalt der hohen faunistischen Diversitat
Madagaskars beitragen konnte.

Wie bereits in Kapitel 4.3.3 dargestellt und diskutiert, gehen Yoder et al. (2002) auf
Grundlage morphologischer und mitochondrialer Daten von reproduktiver Isolation
zwischen Microcebus griseorufus und M. murinus aus. Hinweise auf eine mdgliche
Genintrogression und Hybridisierung zwischen beiden Arten konnten diese nicht
feststellen. Die erzielten Ergebnisse, vor allem das kontrastierende cyto-nukleare
Muster bei Hybridindividuen, weisen darauf hin, dass eine ausschlie3liche
Verwendung mitochondrialer DNA zu Fehlinterpretationen fihren kénnte.

Dies gilt nicht nur fir die Beantwortung der Frage potentieller reproduktiver Isolation,
sondern beispielsweise auch fur Fragen lber die Diskretheit und die Definition
kryptscher Arten. Die Anzahl neu beschriebener Microcebus-Arten, aber auch
anderer Lemurenarten (Tattersall 2007), ist in den letzten Jahren explosionsartig
gestiegen, so dass Tattersall (2007) sogar von einer taxonomischen Inflation spricht.
Einige dieser Artbeschreibungen beruhen weitgehend auf Daten mitochondrialer
DNA.

Vor dem oben beschriebenen Hintergrund mussten Ergebnisse, die sich auf der
Analyse eines einzigen Markersystems stltzen, mit Vorsicht interpretiert werden. In
einer von Heckman et al. (2007) mit vier nukledren Loci durchgefuhrten Analyse
wurde eine unzureichende Trennung verschiedener Microcebus-Arten beobachtet.
Die Autoren fihren das festgestellte Muster vornehmlich auf unvollstéandiges ,lineage
sorting® zurlck, schlieRen aber Introgression Uber Migrationskorridore als
Alternativszenario nicht aus. In der hier vorgestellten Arbeit konnte nun erstmals eine
introgressive  Hybridisierung  zwischen zwei  Microcebus-Arten in  einem
Ubergangswaldkorridor, der gleichzeitig einen Grenzbereich zwischen beiden Arten
darstellt, nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen in solchen Rand- und
Grenzbereichen nah verwandter Arten mit einer Synthese verschiedener Datensatze,
wie z.B. morphometrischer, genetischer, geographischer und 6kologischer Daten,
kénnten nicht nur zu einem besseren Verstandnis der komplexen Biogeographie
Madagaskars  beitragen, sondern auch  wichtige  Erkenntnisse  Uber
evolutionsbiologische Prozesse liefern, die fur die Verbreitung und Diskretheit von

Arten verantwortlich sind.
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5 Zusammenfassung

Kaum ein anderes evolutionares Konzept hat in der biologischen Fachwelt
gleichermalRen so viel Zustimmung als auch Ablehnung erfahren wie das der
naturlichen Hybridisierung. Vor allem Zoologen sahen Hybridisierung als
L.unnatdrlich® an und gingen davon aus, dass diese in der Evolution eine
untergeordnete Rolle spiele. Erst durch neuere Forschungsergebnisse, die vor allem
auf den Fortschritt der molekularbiologischen Technik Anfang der 90er Jahre
zuruckzufihren sind, hat die Akzeptanz natirlicher Hybridisierung zugenommen.

Ein charakteristisches Merkmal vieler Hybridzonen ist deren Assoziation mit
Okotonen und/oder mit Grenzbereichen unterschiedlicher Habitate. Daher sind
Hybridzonen interessante und wichtige Modellsysteme flir die Untersuchung
evolutionarer Prozesse, die z.B. die Verbreitung und die Diskretheit von Arten
beeinflussen. Solche Studien kdnnen auch bedeutende Erkenntnisse zur Entstehung
der enormen Biodiversitdt Madagaskars liefern und dadurch zu einem besseren
Verstandnis der komplexen Biogeographie madagassischer Mikroendemiten
beitragen. In Madagaskar ist die Untersuchung evolutionarer Prozesse in solchen
Kontaktzonen schwierig, da zum einen nur noch wenige Ubergangszonen existieren
und zum anderen die Grenzbereiche vieler Arten nicht genau bekannt sind. Einer der
letzten noch verbliebenen Ubergangskorridore befindet sich in Stdostmadagaskar
zwischen der trockenen westlichen Dornbuschzone und den feuchten &stlichen
Kistenwéaldern. Diese Ubergangswaldzone ist gleichzeitig ein parapatrischer
Grenzbereich zwischen den beiden Microcebus-Arten M. murinus aus den feuchten
Klistenwdaldern und M. griseorufus aus der subariden Dornbuschzone. In einer
initialen Diplomarbeit von Gligor (2006) konnten erste Hinweise auf eine
Hybridisierung zwischen beiden Microcebus-Arten in dieser Ubergangswaldzone
festgestellt werden.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde in zwei Schwerpunktanalysen mit eine Teil-
und Gesamtdatensatz die Untersuchung der Hybridisierung zwischen den beiden
Arten im Okoton Siidostmadagaskars umfangreich und vertieft untersucht. Fir die
genetischen Analysen wurden die maternal vererbte mitochondriale Hypervariable
Region | (HVR 1) und neun nukledre biparental vererbte Mikrosatellitenmarker
eingesetzt. Als weiterer Datensatz wurden morphometrische Daten verwendet.

Fur die erste Schwerpunktanalyse wurde ein bereits vorhandener Teildatensatz
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(Hapke 2005 & Gligor 2006) mit Daten von insgesamt 162 Individuen aus neun
Populationen der Dornbuschzone, der Ubergangswaldzone und des
Kistenwaldgebietes eingesetzt.

In der zweiten Schwerpunktanalyse wurde eine umfangreiche Untersuchung der
Microcebus griseoruus-M. murinus- Hybridzone vorgenommen. Fur diese detaillierte
Charakterisierung der Hybridzone wurde eine ausgedehnte und fein auflésende
Probennahme in einem als Kernzone definierten Bereich, der die gesamte
Ubergangswaldzone und die dazu benachbarten Dornbuschgebiete umfasste,
durchgefiihrt. Die morphometrischen und genetischen Daten der neu beprobten
Individuen dieser Kernzone wurden mit den Daten des Teildatensatzes und weiteren
Daten aus Kustenwaldpopulationen (Hapke 2005) zu einem Gesamtdatensatz
zusammengefasst. Die Integration des Teildatensatzes in den Gesamtdatensatz
erforderte umfassende und zeitintensive Labor- und Analysearbeiten, die im Rahmen
dieser Doktorarbeit durchgefiihrt wurden. Der Gesamtdatensatz umfasste insgesamt
569 Individuen der Gattung Microcebus aus 29 Untersuchungsstandorten.

Die mit beiden Datensatzen durchgefiihrte Analyse morphometrischer Daten zeigte
deutlich, dass die Mehrzahl der Individuen aus der Ubergangswaldzone einen
intermediaren Morphotyp aufweist.

Durch die mit den Daten des Teildatensatzes durchgefiihrten Bayes’schen
Clusteranalysen und Assignment-Tests, das vornehmlich in den Populationen der
Ubergangszone  beobachtete  signifikante  Kopplungsungleichgewicht  und
Heterozygotendefizit, die festgestellte Verteilung der mitochondrialen Haplotypen und
das kontrastierende Muster zwischen nukleédren Mikrosatellitengenotypen und
mitochondrialen Haplotypen in den Ubergangswaldpopulationen konnte erstmals das
Vorkommen einer Hybridzone zwischen Microcebus-Arten wissenschaftlich fundiert
festgestellt werden. Die Ergebnisse dieser Schwerpunktanalyse wurden in der
Fachzeitschrift Molecular Ecology publiziert (Gligor et al. 2009).

Die in der ersten Schwerpunktanalyse festgestellte Hybridzone konnte durch die
zweite Schwerpunktanalyse mit den genetischen und morphometrischen Daten des
Gesamtdatensatzes nicht nur bestatigt werden, sondern auch auf die gesamte
Ubergangswaldzone erweitert werden. Ferner wurden starke Hinweise auf eine
Hybridisierung beider Microcebus-Arten an einigen Dornbuschstandorten der
Kernzone gefunden. Durch die groRe Datenmenge des Gesamtdatensatzes, vor

allem aus der Kernzone des Untersuchungsgebietes, war es moglich eine fundierte
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Charakterisierung  der  Microcebus  griseoruus-M.  murinus-  Hybridzone
durchzufuhren. Die Ubereinstimmung der Hybridzone mit dem beobachteten
Vegetationsmosaik zusammen mit den Ergebnissen der PCA, der PCoA und der
Bayes’'schen Clusteranalyse sprechen fur das Modell der ,Mosaik Hybridzone®,
wahrend die Einzelbetrachtung der mosaikartig verteilten intermediaren
Ubergangswalder eine hohe Abundanz der Hybride aufzeigte und somit eher das
.Bounded Hybrid Superiority model* unterstltzt. Der gewdahlte geographische
Beprobungsmalfistab konnte somit einen Einfluss auf die beobachtete Struktur einer
Hybridzone haben.

Eines der markantesten Muster in der Hybridzone ist das stark kontrastierende cyto-
nukledre Muster. Der seit ca. 3000 Jahren fortschreitende Klimawandel in
Sudmadagaskar und die damit verbundene Expansion des Verbreitungsgebietes der
Art Microcebus griseorufus nach Osten, das in dieser Arbeit festgestellte ,male-
biased dispersal“ bei M. griseorufus und der Einfluss exogener Selektion sprechen
stark flr eine massive asymmetrische nukledre Genintrogression von M. griseorufus-
Allelen in M. murinus-Populationen, verbunden mit einer potentiellen Verdrangung
der Art M. murinus aus der Ubergangswaldzone. In den jeweiligen Kerngebieten

Dornbusch und Kistenwald bleibt jedoch die Diskretheit beider Arten gewahrt.
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7 Anhang

7.1 Anpassung der Mikrosatelliten-Datenséatze

In Tabelle 42 und Tabelle 43 sind die Ergebnisse der Anpassung der Alleldatensatze
von Hapke (2005) und Gligor (2006) an den Kapillarsequenzierer 3130 Genetic
Analyser (Applied Biosystems, Darmstadt) zusammengefasst. Die Ergebnisse der
Anpassung der ABI 377 Alleldaten Gligor (2006) an die Alleldaten des
Kapillarsequenzierers 3130 (s. Tabelle 42) zeigen ein differenziertes Bild. Die
Korrektur der Mikrosatellitenloci Mm22, Mm30, Mm51 und Mm60 konnte fur alle
vorkommenden ABI 377 Fragmentlangen jeweils einheitlich durchgefuhrt werden.
Das Anpassungsverfahren wurde auf Grundlage der originalen ABI 377
Fragmentlangen durchgefihrt. Diese werden mit der Al PRISM GENOTYPING Software
(Perkin-Elmer) auf zwei Nachkommastellen genau typisiert, eine Vorgehensweise,
die den Korrekturwert von 2,5 Nukleotiden bei den ABI 377 Fragmentlangen des
Locus Mm30 erklart. Bei den Loci Mm22, Mm30, Mm51, Mm43, Mm39 und Mm60
konnten einheitliche Anpassungen fir alle vorkommenden Allele vorgenommen
werden. Fur die ABI 377 Fragmentlangen der Loci 33104, Mm42 und Mm21 konnten
keine einheitlichen Anpassungsregeln fur alle Allele erarbeitet werden. Bei diesen

Loci wurden alle ABI 377 Allele auf dem Kapillarsequenzierer 3130 neu typisiert.

Tabelle 42: Anpassung der mit ABI 377 typisierten Mikrosatelliten-Allele

Locus Fragmentlange ABI 377-Korrektur
Mm43 bis 145 -2
147-155 -1
157-165 0
Mm39 bis 142 -2
144-156 -1
164-206 0
Mm22 alle Fragmentléangen 0
Mm30 alle Fragmentléangen -2,5
Mm51 alle Fragmentlédngen -1
Mm60 alle Fragmentlédngen -2
Mm21* X X
Mm42* X X
33104* X X

Dargestellt ist die Korrektur der ABI 377 Alleldaten an die Alleldaten des
Kapillarsequenzierers 3130 Genetic Analyser. In der Spalte ABI-Korrektur wird das Mal3 der
Anpassung in Nukleotiden angezeigt (0: keine Korrektur; -: ABI Alleldaten werden um ...
Nukleotide reduziert; +: ABI Alleldaten werden um ... Nukleotide erganzt); x: keine optimalen
Anpassungsregeln festgestellt/* Neutypiesierung aller ABI 377 Allele auf dem
Kapillarsequenzierer 3130.
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Die Ergebnisse der Anpassung der Li-COR Alleldaten an die Alleldaten des
Kapillarsequenzierers 3130 sind in Tabelle 43 dargestellt. Fur die Mikrosatellitenloci
Mm21, Mm51, Mm22 und Mm30 wurden alle an den jeweiligen Loci beobachteten Li-
COR Fragmentlangen einheitlich an die Alleldaten des Kapillarsequenzierers 3130
angepasst. Bei den restlichen funf Loci wurden fiir einzelne Fragmentlangen oder far

Gruppen von Fragmentlangen Anpassungsregeln erarbeitet.

Tabelle 43: Anpassung der mit Li-COR typisierten Mikrosatelliten-Allele

Locus Fragmentlange Li-COR-Korrektur
Mm42 132-143 0
145 & 147 +1
149-157 +2
161-175 +3
177-191 +4
Mm39 143/ 177/ 181/ 185 & 199 0
147-175 & 189-195 +1
ab 197 & 205 +2
33104 bis 253 +1
257-285 0
ab 289 -1
Mm43 bis 144 -1
146-150 0
152-162 +1
Mm60 96-113 -2
ab 114 -3
Mm21 alle Fragmentlédngen +1
Mm51 alle Fragmentlangen 0
Mm22 alle Fragmentléangen +2
Mm30 alle Fragmentlangen -3

Dargestellt ist die Korrektur der Li-COR Alleldaten der neun Mikrosatellitenloci an die
Alleldaten des Kapillarsequenzierers 3130 Genetic Analyser. In der Spalte LiCOR-Korrektur
wird das Mal3 der Anpassung in Nukleotiden angezeigt (0: keine Korrektur; -: ABI Alleldaten
werden um ... Nukleotide reduziert; +: ABI Alleldaten werden um ... Nukleotide erganzt).

7.2 Diskriminanzanalyse- Teildatensatz

In den Tabellen 44-47 sind die Ergebnisse der ersten Diskriminanzanalyse mit dem
Teildatensatz aufgelistet. Die Analyse wurde mit drei Gruppen und vier

morphometrischen Parametern durchgefuhrt.

Tabelle 44: Eigenwerte der ersten Diskriminanzanalyse mit drei Gruppen

Funktion  Eigenwert 9% der Varianz  Kumulierte %  Kanonische Korrelation

1 7,031 94,4 94,4 0,936
2 0,415 5,6 100,0 0,542

Die ersten 2 kanonischen Diskriminanzfunktionen wurden in dieser Analyse verwendet.
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Tabelle 45: Wilks™ Lambda der ersten Diskriminanzanalyse mit drei Gruppen

Test der Funktion(en) Wilks-Lambda Chi-Quadrat df Signifikanz
1 bis 2 0,088 154,331 8 0,000
2 0,707 22,039 3 0,000

Tabelle 46: Standardisierte kanonische Diskriminanzfunktionskoeffizienten

Funktion
1 2
SL -1,103 0,176
KRL -0,080 -0,721
KL 0,695 -0,160
G 0,521 1,011

Aufgelistet sind die standardisierten kanonischen Diskriminanzfunktionskoeffizienten der
ersten Diskriminanzanalyse mit drei Gruppen. Kuirzel: SL: Schwanzlange, KRL: Kopf-
Rumpflange, KL: Kopflange, G: Gewicht.

Tabelle 47: Struktur-Matrix der ersten Diskriminanzanalyse mit drei Gruppen

Funktion
1 2
SL -0,565 0,419
KL 0,366 0,093
oB? -0,120 -0,035
FL® -0,079 -0,045
G 0,257 0,717
KRL 0,142 -0,300
KB? 0,197 0,287
oL® -0,059 -0,067

% Diese Variablen wurden in der Analyse nicht verwendet. Kuirzel: SL: Schwanzlange, KRL:
Kopf-Rumpflange, KL: Kopflange, KB: Kopfbreite, FL: Fulllange, OL: Ohrlange, OB:
Ohrbreite, G: Gewicht.

Die Tabellen 48-51 stellen die Ergebnisse der zweiten Diskriminanzanalyse mit dem
Teildatensatz dar.

Tabelle 48: Eigenwerte der zweiten Diskriminanzanalyse mit zwei Gruppen

Funktion  Eigenwert 9% der Varianz  Kumulierte %  Kanonische Korrelation

1 11,245 100,0 100,0 0,958

Die erste kanonische Diskriminanzfunktion wurde in dieser Analyse verwendet.
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Tabelle 49: Wilks™ Lambda der zweiten Diskriminanzanalyse mit zwei Gruppen

Test der Funktion(en) Wilks-Lambda Chi-Quadrat df Signifikanz

1 0,082 103,964 3 0,000

Tabelle 50: Standardisierte kanonische Diskriminanzfunktionskoeffizienten

Funktion 1
SL -1,214
KL 0,894
G 0,431

Aufgelistet ist der standardisierte kanonische Diskriminanzfunktionskoeffizient der zweiten
Diskriminanzanalyse mit zwei Gruppen.

Tabelle 51: Struktur-Matrix der zweiten Diskriminanzanalyse mit zwei Gruppen

Funktion 1
SL -0,490
KL 0,345
KRL? 0,325
KB? 0,304
G 0,224
FL® -0,104
oB?® 0,019
oL® 0,007

% Diese Variablen wurden in der Analyse nicht verwendet. Kuirzel: SL: Schwanzlange, KRL:
Kopf-Rumpflange, KL: Kopflange, KB: Kopfbreite, FL: Fulllange, OL: Ohrlange, OB:
Ohrbreite, G: Gewicht.

7.3 Allelanzahl & ,allelic richness” des Teildatensatzes

In der Tabelle 52 sind die mit dem Programm FSTAT v. 2.9.3.2 (Goudet 2002)
tatsachlich beobachteten Allele und die ,allelic richness*-Werte (in Klammern) der
neun Mikrosatellitenloci in acht untersuchten Populationen des Teildatensatzes
dargestellt. Die Population Sak wurde aufgrund der geringen Populationsgréf3e (n=1)
von der Analyse der ,allelic richness“-Werte ausgeschlossen und wird in der Tabelle
52 nicht aufgelistet. Die ,allelic richness*-Werte wurden auf Grundlage von sechs
Individuen (n=6) errechnet. Innerhalb der neun Mikrosatellitenloci wurden 180
verschiedene Allele bei den 162 Individuen der neun untersuchten Populationen

beobachtet. Die Tabelle 52 zeigt, dass die hochste beobachtete Allelzahl und der
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hochste ,allelic richness“-Wert in der Ubergangswaldpopulation Ank festgestellt
wurde. Eine detaillierte Analyse der beobachteten Allele und der ,allelic richness*-
Werte dieser Populationen wird im Rahmen des Gesamtdatensatzes in Kapitel
3.3.3.1 auf Seite 78 besprochen.

Tabelle 52: Anzahl beobachteter Allele & “allelic richness”-Werte

Pop Mv Be Amp Ank Anj Pe M16 MO1
n 8 8 10 24 12 48 42 8
Locus

33104 7(6,0) 6(2) 5(46) 16(82) 7(56) 17(80) 12(58 3(3,0)
Mm21 75,9 762 9(78) 12(67) 6(43) 8(4) 8(40 2(2,0)
Mm22 8(65 5(42) 9(700 7(55) 8(67) 6(3,8 5(35 3(27)
Mm39 9(78) 4(37) 6(47) 10(62) 8(65) 15(65) 8(4,6) 4(3,9)
Mm51 2(20) 3(30) 3(26) 5(34) 2(15 2(19 2(15 3(3,0)
Mm30 2(20) 2(20) 220 7(7) 435 6(46) 5(35 5(44)
Mm42 761) 8(69) 7(8) 11(63) 7(4) 14(71) 13(62) 6(58)
Mm43b  7(6,3) 5(4,6) 4(3,6) 6(44) 5@6) 9(43) 6(48) 5(45)
Mm60 8(69) 8(73) 10(7,2) 13(74) 7(5 7,8 951 3(27)

s 57 48 55 87 54 84 68 34
(49.6) (43,1) (453) (53,8) (435) (475) (38,9) (32.1)

Aufgelistet sind die beobachteten Allele und die ,allelic richness“-Werte (in Klammern) der
neun Mikrosatellitenloci in acht untersuchten Populationen des Teildatensatzes. Die ,allelic
richness*-Werte stehen fur die Anzahl erwarteter Allele innerhalb von sechs Individuen (n=6).
Angegeben ist die Allelzahl je Locus und Population und die Gesamtzahl pro Population.
Pop: untersuchte Populationen; Fett: Hochste Anzahlen beobachteter Allele und
hdchster,allelic richness*-Wert; y: Summe Uber alle Loci; n: Anzahl analysierter Individuen.

7.4 Fsr-Werte des Teildatensatzes

In Tabelle 53 sind die paarweisen Fst-Werte (unterhalb der Diagonalen) und die
linearisierten paarweisen Fst-Werte (oberhalb der Diagonalen) zwischen den acht
untersuchten Populationen des Teildatensatzes dargestellt. Die Ergebnisse zeigen,
dass alle paarweisen Fsr-Werte zwischen den Kustenwaldpopulationen und den
Dornbuschpopulationen gréf3er sind als zwischen Populationen des gleichen

Vegetationstyps.
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Tabelle 53: Paarweise Fst-Werte der Populationen des Teildatensatzes

Mv Be Amp Ank Anj Pe M16 MO1

Mv 0,1089 0,0719 0,1344 0,234 0,2112 0,3284 0,3810
Be 0,0982 0,0958 0,1854 0,2789 0,2620 0,3693 0,4320
Amp 0,0671 0,0874 0,1401 0,2186 0,217 0,3378 0,3799
Ank 0,1185 0,1564 0,1229 0,0691 0,0937 0,1781 0,2173
Anj 0,1896 0,2181 0,1794 0,0646 0,1006 0,1736 0,2282
Pe 0,1744 0,2076 0,1783 0,0857 0,0914 0,0800 0,1718
M16 0,2472 0,2697 0,2525 0,1512 0,1479 0,0741 0,1541
Mo1 0,2759 0,3017 0,2753 0,1785 0,1858 0,1466 0,1335

Unterhalb der Diagonalen sind die paarweisen Fsr-Werte und oberhalb der Diagonalen sind
die linearisierten paarweisen Fsr-Werte zwischen den acht untersuchten Populationen des
Teildatensatzes dargestellt.

7.5 Bayes’schen Clusteranalyse mit NEwHYBRIDS-Gesamtdatensatz

In der Bayes’schen Clusteranalyse mit Hilfe des Programms NEwHYBRIDS v. 1.0
(Anderson & Thompson 2002) wird jedes untersuchte Individuum anhand errechneter
posteriorer Wahrscheinlichkeiten zu sechs Klassen von Genotypfrequenzen
zugeordnet: die zwei reinerbigen Klassen (Pure | & Pure 1l), die F;-Hybrid-Klasse
(F1), die F,-Hybrid-Klasse (F2) und die beiden Rickkreuzer-Klassen (Backcross | &
Backcross 1l). Die von NeEwHYBRIDS 1.0 errechneten  posterioren
Wabhrscheinlichkeiten fur die untersuchten Individuen sind in den Tabellen 54-56
aufgelistet. FUr ein besseres Verstandnis der Tabelleninhalte werden diese am
Beispiel der Dornbuschpopulation Mv erlautert: Alle acht Individuen der Population
Mv wurden mit einer posterioren Wahrscheinlichkeiten von tber 0,8 der reinerbigen
.Klasse" Microcebus griseorufus zugeordnet. Die posterioren Wahrscheinlichkeiten
einer Zuordnung dieser Individuen zur reinerbigen ,Klasse® M. murinus, zur Fi-
Hybrid-Klasse, zur F,-Hybrid-Klasse und zu beiden Ruckkreuzer-Klassen lag unter
0,2.

In Abbildung 36 auf Seite 116 sind die posterioren Wahrscheinlichkeiten aller

untersuchten Individuen in Balkendiagrammen dargestellit.
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Tabelle 54: Posteriore Wahrscheinlichkeiten der Individuen der Dornbuschzone

Pop >n n posteriore Wahrscheinlichkeit

Mg Mm F1-Hybrid F2-Hybrid Backcross1 Backcross 2

Mv 8 8 208 0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2

Be 8 8 208 0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2

Arv 12 12 =20,8 0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2

Akd 9 8 =208 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
1 0,72 0 0 0,27 0,01 0

Ars 34 33 =208 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
1 034 O 0 0,66 0 0

Elo 19 19 20,8 =0,2 <0,2 <0,2 0,2 <0,2

Amp 10 10 =0,8 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2

Ani 24 23 20,8 0,2 <0,2 <02 <0,2 <0,2
1 0,43 0 0 0,54 0,03 0

Dargestellt sind die posterioren Wahrscheinlichkeiten fir die Individuen der acht
Dornbuschpopulationen. Pop: Untersuchte Population; Mm: M. murinus, Mg: M. griseorufus;
>n: Summe verwendeter Individuen; n: Anzahl der Individuen mit einer bestimmten
posterioren Wahrscheinlichkeit; Backcross: Ruickkreuzer; Bayes'sche Methode nach
Anderson & Thompson (2002).
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Tabelle 55: Posteriore Wahrscheinlichkeiten der Individuen der Ubergangswaldzone

Pop >n n posteriore Wahrscheinlichkeit
Mg Mm F1-Hybrid F2-Hybrid Backcross1 Backcross 2
Ita 16 14 =208 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
1 0,72 0 0 0,27 0,01 0
1 <02 =<0,2 <0,2 >0,8 <0,2 <0,2
Amb 16 14 20,8 0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
1 0,72 0 0 0,28 0,01 0
1 0,50 0 0 0,49 0,01 0
Ant 23 17 =208 =<0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
1 0,72 0 0 0,28 0 0
1 0,69 0 0 0,30 0,01 0
1 0,56 0 0 0,43 0,01 0
1 0,54 0 0,02 0,42 0,01 0,01
1 0,40 0 0 0,59 0,01 0
1 <02 =<0,2 <0,2 >0,8 <0,2 <0,2
Ako 6 6 =208 <0,2 <0,2 £0,2 £0,2 <0,2
And 14 14 =208 =<0,2 <0,2 £0,2 £0,2 <0,2
Ari 12 11 =20,8 0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
1 0,67 0 0 0,33 0 0
Voh 46 41 =208 0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
1 0,78 0 0 0,22 0 0
1 0,76 0 0 0,23 0,01 0
1 0,75 0 0 0,24 0,01 0
1 0,46 0 0 0,53 0 0
1 0,43 0 0 0,57 0 0
Ank 59 51 =0,8 0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
1 0,79 0 0 0,21 0 0
1 0,74 0 0,01 0,24 0,01 0
1 0,62 0 0 0,38 0,01 0
1 0,60 0 0 0,39 0,01 0
4 <02 0,2 <0,2 >0,8 <0,2 <0,2
Anj 12 3 =208 <0,2 <0,2 £0,2 £0,2 <0,2
1 0,69 0 0 0,30 0,01 0
1 0,66 0 0 0,33 0 0
1 0,64 0 0 0,36 0 0
1 0,52 0 0 0,47 0,01 0
1 0,39 0,06 0 0,54 0 0
1 0,22 0 0 0,76 0,02 0
1 0,20 0 0 0,79 0,01 0
2 <=0,2 £0,2 <0,2 >0,8 <0,2 <0,2

Dargestellt sind

die posterioren Wahrscheinlichkeiten fir die
Ubergangswaldpopulationen. Pop: Untersuchte Population; Mm:
griseorufus; >n: Summe verwendeter Individuen; n: Anzahl der Individuen mit einer
bestimmten posterioren Wahrscheinlichkeit; Backcross: Ruckkreuzer; Bayes'sche-Methode
nach Anderson & Thompson (2002).

Individuen der neun
M. murinus; Mg: M.
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Tabelle 56: Posteriore Wahrscheinlichkeiten der Individuen der Kiistenwaldgebiete

Pop >n n posteriore Wahrscheinlichkeit
Mg Mm F1-Hybrid F2-Hybrid Backcross1l Backcross 2
Pe 48 1 20,8 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
1 0,60 0 0 0,39 0,01 0
1 0,42 0 0,02 0,54 0,01 0,01
22 <02 20,8 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
1 0 0,72 0 0,26 0 0,01
1 0 0,67 0 0,32 0 0,01
1 0 0,69 0 0,29 0 0,01
1 0 0,60 0 0,34 0 0,06
1 0 0,54 0 0,44 0 0,01
1 0 0,39 0 0,59 0 0,01
17 <0,2 0,2 <0,2 20,8 <0,2 <0,2
M04 11 11 <0,2 20,8 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
MO5 15 15 =<0,2 20,8 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
MO6 14 14 <0,2 20,8 <0,2 £0,2 £0,2 <0,2
MO7 11 11 <0,2 =20,8 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
M13 20 20 =<0,2 20,8 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
M15 23 23 <0,2 20,8 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
M20 16 16 <0,2 20,8 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
M16 42 41 <0,2 20,8 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
1 0,00 0,65 0 0,30 0 0,05
MOl 8 8 <0,2 20,8 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2

Dargestellt sind die posterioren Wahrscheinlichkeiten fir die Individuen der zehn
Kistenwaldpopulationen. Pop: Untersuchte Population; Mm: M. murinus, Mg: M. griseorufus;
>n: Summe verwendeter Individuen; n: Anzahl der Individuen mit einer bestimmten
posterioren Wahrscheinlichkeit; Backcross: Rickkreuzer; Bayes'sche-Methode nach
Anderson & Thompson (2002).

7.6 Assignment-Tests mit GENECLASS 2-Gesamtdatensatz

Die Assignment-Tests mit GENECLASS 2 v. 2.0 (Piry et al. 2004) wurden nach der
Bayes'sche Methode von Rannala & Mountain (1997) durchgefihrt. In diesem
Bayes'schen Verfahren wurden auf der Grundlage von Allelfrequenzen relative
»-assignment-scores” der untersuchten Individuen des Gesamtdatensatzes der
Ubergangswaldzone, der Dornbuschzone und der Kistenwalder zu zwei
Referenzpopulationen der Arten Microcebus murinus und M. griseorufus errechnet.

In Tabelle 57-59 sind die relativen ,assignment-scores” aller untersuchten Individuen
aufgelistet. FUr ein besseres Verstandnis der Tabelleninhalte werden diese am
Beispiel der Population Mv erlautert: Alle acht Individuen der Population Mv wurden
mit relativen ,assignment-scores® von Uber 97 der Microcebus griseorufus
Referenzpopulation zugeordnet. Die ,assignment-scores” fur eine Zuordnung zur
Microcebus murinus Referenzpopulation lagen unter 3.

In Abbildung 38 sind die erzielten Ergebnisse in einem Balkendiagramm dargestellt.
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Tabelle 57: ,Assignment-scores” der Individuen der Dornbuschpopulationen

Pop >n n assignment-score
Mm Mg
Mv 8 8 <3 297
Be 8 8 <3 297
Arv 12 12 <3 =97
Akd 9 7 <3 297
2 =97 <3
Ars 34 33 <3 297
1 > 97 <3
Elo 19 18 <3 297
1 =97 <3
Amp 10 10 <3 297

Aufgelistet sind die  ,assignment-scores” fur die Individuen der sieben
Dornbuschpopulationen zu den Referenzpopulationen Ani (M. griseorufus) und M16 (M.
murinus). Pop: Untersuchte Population; Mm: M. murinus, Mg: M. griseorufus; Y n: Summe
verwendeter Individuen; n: Anzahl der Individuen mit einem bestimmten ,assignment-score*.
Bayes’'sche-Methode, Rannala & Mountain (1997).

Tabelle 58: ,Assignment-scores” der Individuen der Kiistenwaldpopulationen

Pop >n n assignment-score
Mm Mg
Pe 48 1 4,132 95,868
1 43,11 56,89
1 93,384 6,616
1 96,937 3,063
44 =97 <3
M04 11 11 =97 <3
MO05 15 15 =97 <3
M06 14 14 =97 <3
MO07 11 11 =97 <3
M13 20 20 =97 <3
M15 23 23 =97 <3
M20 16 16 =97 <3
M01 8 8 =297 <3

Dargestellt sind die ,assignment-scores” fir die Individuen der neun Kiistenwaldpopulationen
zu den Referenzpopulationen Ani (M. griseorufus) und M16 (M. murinus). Pop: Untersuchte
Population; Mm: M. murinus, Mg: M. griseorufus; Yn: Summe verwendeter Individuen; n:
Anzahl der Individuen mit einem bestimmten ,assignment-score“. Bayes'sche-Methode,
Rannala & Mountain (1997).
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Tabelle 59: , Assignment-scores* der Individuen der Ubergangswaldpopulationen

Pop >n n assignment-score
Mm Mg
Ita 16 8 <3 297
1 3,294 96,706
1 3,746 96,254
1 9,568 90,432
1 32,468 67,532
4 =97 <3
Amb 16 5 <3 297
1 4,979 95,021
1 5,474 94,526
1 10,049 89,951
1 79,58 20,42
1 83,481 16,519
1 94,766 5,234
1 95,549 4,451
4 297 <3
Ant 23 11 <3 297
1 4,989 95,011
1 50,421 49,579
1 79,304 20,696
1 86,393 13,607
8 297 <3
Ako 6 4 <3 297
1 64,867 35,133
1 77,024 22,976
And 14 6 <3 297
1 3,741 96,259
1 64,867 35,133
1 94,271 5,729
5 297 <3
Ari 12 5 <3 297
1 75,154 24,846
6 297 <3
Voh 46 21 <3 297
1 5,582 94,418
1 13,143 86,857
1 14,71 85,29
1 22,305 77,695
1 23,899 76,101
1 37,52 62,48
1 55,467 44,533
1 89,125 10,875
1 89,774 10,226
1 89,927 10,073
1 90,888 9,112
14 297 <3
Ank 59 13 <3 297
1 3,262 96,738
1 3,34 96,66
1 6,274 93,726
1 6,36 93,64
1 7,585 92,415
1 8,705 91,295
1 9,402 90,598
1 16,037 83,963
1 16,225 83,775
1 19,232 80,768
1 20,453 79,547
1 26,147 73,853
1 76,974 23,026
1 78,066 21,934
1 83,919 16,081
1 84,823 15,177
1 89,008 10,992
1 90,165 9,835
1 95,735 4,265
27 =97 <3
Anj 12 1 4,227 95,773
1 50,43 49,57
10 =97 <3

JAssignment-scores* der Individuen der neun Ubergangswaldpopulationen zu den

Referenzpopulationen Ani (M. griseorufus) und M16 (M. murinus). Abkirzungen s.o.. 8
181



182



Mark loan Gligor, Kaiserstr. 84, 55116 Mainz, Mobil 0177-7168869, mGligor@gmx.de

CURRICULUM VITAE

PERSONLICHE DATEN

Name
Geboren am
Familienstand

BILDUNGSWEG

seit 2006

06/2006

10/2000-05/2006

1990-1999

Mark loan Gligor
07.09.1979 in Hermannstadt
ledig, keine Kinder

Promotion im Fachbereich Biologie an der Johannes Gutenberg
Universitat Mainz

Promotionsarbeit: Muster und Prozesse in einer Microcebus-
Hybridzone in Stidostmadagaskar

Abschluss des Diplom-Studiengangs Biologie an der

Universitat Mainz

Diplomarbeit: Populationsgenetik und Biogeographie in einer
Kontaktzone von Mausmaki-Arten (Microcebus spp.) in
Sudmadagaskar

Studium der Biologie, Universitat Mainz

biologische Facher: Zoologie, Botanik

auRerbiologisches Fach: Publizistik

freiwilliges Zusatzfach: Genetik

Gymnasium an der Heinzenwies in Idar-Oberstein, Abitur

PRAKTIKA/ BERUFSERFAHRUNG

seit 2006 Wissenschatftlicher Mitarbeiter am Institut fir Anthropologie der
Universitat Mainz (Prof. Dr. Zischler)

2007/08 Betreuung von Diplomanden im Fachbereich Biologie

06-08/2006 Hospitant beim ZDF in der Redaktion des Wissenschaftsmagazins
,hano”

08-09/2005 Wissenschatftliche Hilfskraft am Institut fir Anthropologie der
Universitat Mainz (Prof. Dr. Zischler)

AUSLANDSERFAHRUNG

09-12/2005 Auslandspraktikum in Madagaskar

2006/07 Organisation und Durchfihrung biologischer Expeditionen in
Madagaskar

PUBLIKATION

01/2009 Gligor M. et al. (2009) Hybridization between mouse lemurs in an

ecological transition zone in southern Madagascar. Molecular Ecology,
18, 520-533.

183


mailto:mGligor@gmx.de�

	Einleitung
	Natürliche Hybridisierung- Theorien und Konzepte
	Die Microcebus Hybridzone
	Biogeographie und Artdiversität der Gattung Microcebus
	Regionale Verbreitung der Arten M. murinus und M. griseorufus

	Ziele der vorliegenden Arbeit
	Erste Schwerpunktanalyse
	Zweite Schwerpunktanalyse


	Material und Methoden
	Untersuchungsgebiet
	Herkunft des Probenmaterials & verwendete Datensätze
	Einführung
	Teildatensatz
	Gesamtdatensatz

	Probennahme im Verlauf der Doktoarbeit
	Probennahme-Strategien
	Fang der Tiere
	Beprobung der Individuen
	Chronologie der Feldperioden

	Morphometrische Daten
	Labormaterial
	Chemikalien, Lösungen, Puffer und Kits
	Geräte

	Computer und Software
	Molekularbiologische Methoden
	DNA Präparation
	Mitochondriale Hypervariable Region I (HVR 1)
	Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Sequenzierung

	Nukleäre Mikrosatellitenloci
	PCR und Reamplifikation der PCR-Produkte


	Methoden der Datenanalyse
	Morphometrische Daten
	Hauptkomponentenanalyse (principal components analysis, PCA)
	Diskriminanzanalyse

	Mitochondriale Hypervariable Region I
	Sequenzverarbeitung
	Verwendete Sequenzdaten
	Phylogenetische Rekonstruktionen

	Nukleäre Mikrosatellitenloci
	Typisierung der Allele der neun Microsatellitenloci
	Anpassung der Mikrosatelliten Datensätze
	Allelanzahl und Anzahl privater Allele
	Tests auf Abweichung vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht und auf Kopplungsungleichgewicht
	Mantel-Tests
	Hauptkoordinaten- und Hauptkomponentenanalyse
	Philopatrie und Emigration bei Microcebus griseorufus
	Bayes’sche Clusteranalysen
	Assignment-Tests



	Ergebnisse
	Analyse der morphometrischen Daten
	Einführung
	Hauptkomponentenanalyse (PCA)
	PCA-Teildatensatz
	PCA-Gesamtdatensatz

	Diskriminanzanalyse
	Diskriminanzanalyse-Teildatensatz
	Diskriminanzanalyse-Gesamtdatensatz


	Analyse der mitochondrialen Hypervariablen Region I
	Einführung
	Anzahl festgestellter Haplotypen im Teil- und Gesamtdatensatz
	Phylogenetische Rekonstruktionen
	Räumliche Verteilung der mitochondrialen HVR 1-Haplotypen

	Analyse der nukleären Mikrosatellitenloci
	Einführung
	Anpassung der Mikrosatelliten Datensätze
	Datenanalyse
	Allelanzahl und Anzahl privater Allele
	Tests auf Abweichung vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht
	Tests auf Kopplungsungleichgewicht
	Mantel-Tests und „isolation by distance”
	Hauptkoordinaten- und Hauptkomponentenanalyse
	Philopatrie und Emigration bei Microcebus griseorufus
	Bayes’sche Clusteranalysen
	Assignment-Tests



	Diskussion
	Einführung
	Hybridisierung zwischen M. murinus und M. griseorufus
	Morphometrische Daten
	Evidenz der Hybridisierung beider Arten auf Basis des Teildatensatzes
	„Sex-biased dispersal“ bei der Art Microcebus griseorufus

	Charakterisierung der M. murinus-M.griseorufus-Hybridzone
	Einführung
	Biogeographie des Untersuchungsgebietes
	Einführung
	Charakterisierung der Kernzone des Untersuchungsgebietes

	Verteilung mitochondrialer Haplotypen
	Evidenz der Hybridisierung beider Arten in der Kernzone
	Ausdehnung und Struktur der Hybridzone
	Muster und Prozesse in der Hybridzone

	Schlussfolgerungen und Ausblick

	Zusammenfassung
	Literatur
	Anhang
	Anpassung der Mikrosatelliten-Datensätze
	Diskriminanzanalyse- Teildatensatz
	Allelanzahl & „allelic richness“ des Teildatensatzes
	FST-Werte des Teildatensatzes
	Bayes’schen Clusteranalyse mit NewHybrids-Gesamtdatensatz
	Assignment-Tests mit GeneClass 2-Gesamtdatensatz
	CURRICULUM VITAE


