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Einleitung 1

1. Einleitung

Durch Zerstorung ihres Lebensraumes und durch Wilderer sind inzwischen viele
Tierarten sehr stark dezimiert worden und vom Aussterben bedroht. Hierzu gehéren
auch die verschiedenen Arten der afrikanischen (Ceratotherium simum, Diceros
bicornis) und asiatischen Nashorner (Rhinoceros unicornis).

Um die wenigen verbleibenden Tiere dieser bedrohten Arten und ihre genetische
Vielfalt auch fir zukunftige Generationen erhalten zu kdnnen, reicht es nicht aus, nur
ihren Lebensraum zu schiitzen, sondern der Mensch muf nun auch mit gezielten
Zuchtprogrammen eingreifen, da die Populationen in den meisten Fallen so klein und
weil von einander entfernt sind, daB ein natiirliches Zu- und Abwandern von Tieren
aus anderen Populationen und somit ein genetischer Austausch nicht mehr
statlfinden kann. Da bei Wildtieren die Verwandtschaftsverhdltnisse vielfach
unbekannt sind und auch bei vielen Wildfédngen in Tierparks nicht genau bekannt ist,
aus welcher Gegend sie stammen und ob sie mit anderen Nashdrnern vielleicht
schon sehr nahe verwandt sind, kann ein genetischer Nachweis fir ein sinnvolles
Zuchtmanagement eine grofle Hilfe sein, um Inzucht sowie Verlust von genetischer
Variabilitat zu vermeiden, da sonst die Anpassungsfdhigkeit der Populationen an

verschiedene Umweltfaktoren sinken wirde.

Dies war der AnlaB fir die vorliegende Arbeil, in der daran gearbeitet wurde, ein
gendiagnostisches Verfahren zur Abstammungs- und Identitatskontrolle fiir Wildtiere
am Beispiel der Nashorner zu entwickeln. Es soll die Frage geklart werden, wie grof3
die genetische Variabilitdt innerhalb der untersuchten Nashorn-Arten und -Unterarten
Gberhaupt noch ist und wie viel Inzucht bereits vorhanden ist. Weiter sollen mehr
Informationen Gber die Populationsstruktur gesammelt werden und der Versuch der
Entwicklung eines Abstammungsnachweises (Ur Einzeltiere unternommen werden.
Dieser Abstammungsnachweis soll am Beispiel einer Population SOdIichZar
Breitmaulnashdrner von einer Wildtierfarm in Stdafrika durchgefihrt werden.

For eine Umsiedelung von Tieren muB auch gekldrt werden, ob es sich bei den
teilweise  geographisch sehr weit voneinander entfernten Populationen
morphologisch und genelisch gesehen um Unterarlen handelt oder um Einheiten, die
nicht vermischt werden sollten. In der folgenden Arbeit wird untersucht, ob mit Hilfe

von AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) zwischen den Arten



Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum), Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis) und
Panzermashorn (Rhinoceros unicornis) unterschieden werden kann, sowie zwischen
den beiden Unterarten Nordliches und Sadliches Breitmaulnashorn und einer Zoo-

und Wildpopulation des Sidlichen Breitmaulnashornes.

Da nur sehr wenige DNA Sequenzen beim Nashorn bekannt sind, wie dies bei den
meisten Wildtieren der Fall ist, muBte eine Methode gefunden werden, die
sequenzenunabhanig ist. Es wurde versucht, Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP) als eine neue Methode der genetischen Abslammungs-
sicherung fir Nashdmer zu etablieren. Da fur dieses Verfahren genomische DNA
bendtigt wird, muBten Methoden der Probenentnahme beim Nashorn gefunden
werden, die es ermdglichten, Blut- oder Gewebeproben zu entnehmen, ohne das

Tier extra zu anasthesieren.

Das Nashom steht als Symbol fiir viele andere bedrohte Tierarten und ist auch das
Symboltier des Européaischen Erhaltungszuchtprogrammes (EEP). Diese Arbeit soll
ein neuer Beitrag zur Arterhaltungszucht bedrohter Wildtiere sein.

Sie entstand in Zusammenarbeil mit den dem EEP angeschlossenen Zoologischen
Garten, den Zuchtbuchhaltern und Koordinatoren des EEP, sowie in Zusammen-
arbeit mit Thaba Tholo Game Farm in Sidafrika. Weiler steht diese Arbeit im
Gesamtrahmen eines umfassenden Forschungsprojektes ber Breitmaulnashédrner,
in dem unter anderem in einer anderen Dokiorarbeit das Reproduktions- und
Revierverhalten untersucht wird. Diese wildbiologischen Daten geben zusammen mit
einem genetischen Abstammungsnachweis mehr Informationen Uber die
Populationsstruktur beim Breilmaulnashorn und sind somit wichtige Anhaltspunkte

far Umsiedelungsprojekte.
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2. Literatur

2.1 Zur Biologie der Nashérner (Ceratotherium simum, Diceros bicornis,

Rhinoceros unicornis)

2.1.1 Geschichte

Nashérner und ihre sehr unterschiedlichen Vorfahren existieren schon seit Gber 50
Millionen Jahren. Der frilheste Vorfahre der Nashérner heiB3t Hyrachyus. Er lebte vor
45 bis 50 Millionen Jahren in Nordamerika und Europa und hatte noch kein Horn.
Wie man anhand von Skeleltfunden nachweisen kann, liefen die Vorfahren der
Nashdrner alle auf 3 Zehen und z#hlen damil, wie alle heute noch lebenden
Nashérner, Tapire und Plerdeartige, zu den Unpaarhufern. In der Vergangenheit gab
es sehr viele verschiedene Arten von Nashdrnern, darunter das grdfte bisher
lebende Landsaugetier, das hornlose, graffenartige /Indricotherium, das vor ca. 37
bis 32 Millionen Jahren in Mitte!l- und Zentralasien lebte und eine Widerristhéhe von
5,5 Melern erreichte. Das Wollnashorn (Coelodonta antiquitatis) lebte noch vor ca.
25.000 Jahren in den Steppen Europas (Groves, 1997; Wiesner & Mattei, 1998). Vor
etwa 40 Milionen Jahren waren Nashérner auch in Nordamerika sehr haufig
vorkommende Pflanzenfresser, die durch einen dramatischen Klimawechse! vor ca. 4
Millionen Jahren, zusammen mit den meisten anderen groBen Saugetieren
ausstarben. Die noch heule existierenden Spitzmaulnashérner (Diceros) kamen vor
10 Millionen Jahren nicht nur in Afrika, sondern auch in Spanien, ltalien und
Griechenland vor, wahrend die Breitmaulnashérner (Ceratotherium) erst vor ca. 7
Millionen Jahren auftraten und dem Anschein nach auf den afrikanischen
Lebensraum beschrdnkt blieben. Man schatzt, da3 die Trennung zwischen den
beiden gemeinsamen Vorfahren der heule noch lebenden afrikanischen Arten
Diceros bicornis und Ceratotherium simum vor ca. 4 Millionen Jahren stattgefunden
hat, wahrend die Trennung von afrikanischem und asiatischem Nashorn ca. 6
Millionen Jahre zuriickliegt (Merenlender et al., 1989; Prothero, 1991).

Heute sind weltweit nur noch 5 Arten Gbrig geblieben, davon 3 Arten in Asien und 2
Arten in Afrika. Die Ausrottung dieser Arien selzte schon im letzten Jahrhundert ein
und so galten die Breitmaulnashérner (Ceratotherium simum) in Afrika und die

Indischen Panzernashérner (Rhinoceros unicomis) in Asien bereils am Anfang des




20. Jahrhunderts beinahe als ausgestorben {Ashley et al., 1990; Baur et al., 1995).
Im Jahre 1895 wurden im Umfolozi/Hluhluwe Nationalpark in Stdafrika nur noch 20
Breitmaulnashormer gezahlt , im Jahr 1929 war nur noch ein Bestand von ca. 100
Tieren vorhanden (Walker, 1994; Emslie & Adcock, 1997, S. 196). Man schétzt, daB
der Bestand der Indischen Panzernashérer zeitweise ebenfalls weniger als 100
Tiere betrug (Laurie, 1982). Im Jahre 1961 wurden noch 300 Tiere gezéhit (Laurie,
1997). Doch Dank wirkungsvoller SchutzmaBnahmen konnten sich die Bestande bis
zum 2. Weltkrieg wieder etwas erholen. Danach nahm vor allem in den Jahren 1970
bis 1980 die Zah! der Wilderer wieder drastisch zu. Besonders dramatisch stellt sich
hier der Rickgang der Spitzmaulnashérner (Diceros bicornis) dar, die von einem
geschatzten Bestand von 60.000 Tieren 1970 auf einen Bestand von heute ca. 2.600
Tieren reduziert wurden (Foose, 1996) (Tabelle 1 und Bild 2). Aber auch alle anderen
Arlen stehen am Rande der Ausrollung und es wird insgesamt weltweit nur noch ein
Bestand von ca. 12.500 Tieren in freier Wildbahn geschétzt, wovon allein die Hallle
sich aus einer einzigen Unterart, den Sadlichen Breitmaulnashérnern (Ceratotherium
simum simum) zusammensetzt, deren Bestand sich wieder sehr gut erholt hat und
die heute auf einen Bestand von iiber 8.000 Tieren geschatzt werden (Tabelle 1 und

Bild 1) (International Rhino Foundation, 1999).

2.1.2 Hintergriinde fir den Rickgang der Nashorner

Das Nashorn steht als Sinnbild fir Kraft und Unbesiegbarkeit, jedoch wurde ihm
gerade dieser Vergleich zum Verhdngnis. Schon in der Mitte des 19. Jahrhunderts
kam die Jagd auf GroBwild in Afrika in Mode. Zusatzlich zur Bejagung hatte die
europaische Besiedlung des afrikanischen Kontinents zur Folge, daf3 sowohl
natarlicher Lebensraum verschwand, als auch Nashérner zum Schutz der bewohnten
Gebiete aufl staatlichen Gehei3 abgeschossen wurden (Meister & Owen-Smith,
1997). Auch die asiatischen Nashérner verloren durch die zunehmende Besiedelung
und Reisanbau in den fur sie notwendigen Feuchtgebieten ihren Lebensraum. Dies
erleichterte die Jagd auf sie, da keine Verstecke im hohen Gras und in den Waldern
mehr vorhanden waren, so daB3 die Bestinde Anfang dieses Jahrhunderts schon
sehr stark dezimiert waren (Laurie, 1997).

Auch in heutiger Zeit ist der starke Riickgang der Nashornpopulationen nicht nur

durch den Verlust ihres Lebensraumes bedingt, sondern auch durch Wilderei.
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Wilderer beliefern vor allem 2 groBBe Mérkte im arabischen und asiatischen Kultur-
kreis, einerseits den Nordjemen, Oman und die Vereinigten Arabischen Emirate, wo
aus dem Horn Dolchgriffe geschnitzt werden, die als Statussymbol gelten und
andererseits Asien, wo das Horn vielfaltig in der Volksmedizin eingesetzt wird. Pulver
und Elixiere aus Nashorn werden schon seit (iber 2000 Jahren in der traditionellen
chinesischen Medizin zur Behandlung lebensbedrohlicher Fieberzustande und
anderer Krankheiten eingesetzt. Eine antipyretische Wirkung konnte bisher pharma-
kologisch jedoch nicht nachgewiesen werden (Ashley et al., 1990; Emslie & Adcock,
1997, S. 205-207; Neuschulz & Meister, 1998). Im asiatischen Raum hat sich
teilweise auch der Aberglaube gehalten, daB pulverisiertes Nashorn potenzférdernde
Wirkung hat, obwohl auch dies wissenschaftlich widerlegt wurde. Die Ursache far
diese Annahme liegt wohl im Deckakt der Nashérner, der z. B. beim Panzernashorn
bis zu einer Stunde dauern kann. Auch in Indien werden Haut, Knochen, Haare und
nahezu alle Organe des Nashornes in der Volksmedizin fiir die verschiedensten
Krankheilsbilder benutzt (Penny, 1988; Wiesner & Mattei, 1998).




2.1.3 Populationsstatus und Systematik der verschiedenen Arten

Von den 5 heute noch lebenden Arten leben 3 Arten in Asien, das Indische Panzer-
nashorn (Rhinoceros unicomis), das Java Nashorn (Rhinoceros sondaicus) und das
Sumatra Nashorn (Dicerorhinus sumatrensis). In dieser Studie wird jedoch nur das
indische Panzernashorn beriicksichtigt, da nur dieses in européischen Zoos gehalten
wird. Die Indischen Panzemashdrmer konnten sich von einem geschatzten Bestand
von nur noch ca. 200 Tieren um die Jahrhundertwende durch SchutzmaBnahmen
wieder soweil erholen, daB der Bestand heute Gber 2.000 Tiere betragl (Tabelle 1
und Bild 3).

Die 2 in dieser Studie verwendeten afrikanischen Nashornarten sind das Spitzmaul-
nashorn (Diceros bicornis) und das Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum). Das
Spitzmaulnashorn besitzt 4 Unterarten, die sich vor allem morphologisch und
geographisch unterscheiden lassen, Diceros bicornis bicornis, minor, michaeli und
Jongipes. Sein Bestand hat allein in den letzten 10 Jahren um B85 % abgenommen
und ist von einem geschatzten Bestand von 60.000 Tieren 1970 auf einen Bestand
von c¢a. 2.600 Tieren heute reduziert worden (Tabelle 1 und Bild 2). Das Breitmaul-
nashorn besitzt 2 Unterarten, Ceratotherium simum simum und cottoni, von denen
das Nordliche Braitmaulnashorn {C.s. cotfoni) mit nur noch ca. 29 verbleibenden
Tieren wellweil die am meisten bedrohte Unterart ist, wahrend das Sudliche
Breitmaulnashorn (C.s. simum) inzwischen mit beinahe 8.500 Tieren den gréBten
Bestand aufweist (Tabelle 1 und Bild 1). Diese Unterarten werden als so
unterschiedlich betrachtet, daB sie als separale Arten erhalten werden sollten, was in
Anbetracht der kleinen Anzahl von Tieren oft sehr problematisch ist (Foose, 1996;

International Rhino Foundation, 1999).
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Tabelle 1: Wellweiter Bestandszahlen der Nashérner:

Art oder Unterart geschitzte
Population in der
Wildnis (1997)

Weltweit in
Getangenschatt
gehaltene
Population (1997)

Anzahl der

vorilegenden
Proben in der

Studie

Spitzmaulnashorn ca. 2.600
(Diceros bicornis)
gesamt

240

20

Sudwestafrikanisches 741
Spitzmaulnashorn
(Diceros bicornis bicornis)

Nordwestalrikanisches ca. 10
Spitzmaulnashorn
(Diceros bicomis longipes)

Ostafrikanisches 485
Spitzmaulnashorn
(Diceros bicornis michaeli)

Siidafrikanisches 1.363
Spitzmaulnashorn
(Diceros bicornis minon)

180

60

20

Breitmaulnashorn ca. 8.465
(Ceratotherium simum)
gesamt

ca. 660

131

Ndrdliches Breitmaulnashorn ca. 25
(Ceratotherium simum
cottoni)

Sidliches Breitmaulnashorn ca. 8.440
(Ceratotherium simum
simum)

ca. 650

126

Indisches / Nepalesisches ca. 2.050
Panzernashorn (Rhinoceros
unicornis)

130

Java Nashorn (Rhinoceros £70
sondaicus)

Sumatranashorn (Dicerorhinus £ 400
surmalrensis)

17

Quelle: IUCN/SSC African & Asian Rhino Specialist Groups & T.J. Foose, International
Rhino Foundation - Stand: Juli 1998 (International Rhino Foundation, 1999)




2.1.4 Afrikanische Nashorner

2.1.4.1 Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum)

Das Breitmaulnashorn wird auch als WeiBes Nashorn bezeichnet. Diese
Bezeichnung entstand aus einer Fehlibersetzung des burischen Wortes ,wijde", das
einfach ,breit” bedeutet und sich auf die breiten Lippen bezieht (Neuschulz & Meister,
1998). Die wissenschaflliche Bezeichnung Ceratotherium simum leitet sich aus dem
Griechischen ,cerato" fir Horn und therium® fir ,wildes Tier® ab, ,simus” steht fur
Jflache Nase*. Das Breitmaulnashorn ist mit einer Schulterhéhe von 1,5 bis 1,8
Ketern und einem Gewicht von 1.800 bis 2.200 Kilogramm zusammen mit dem
Indischen Panzernashorn die groBte Nashornart und nach dem Elefanten das gréfite
Landsaugetier, Es besitzt 2 Horner und ist grau und nahezu haarlos (Foose, 1996;

International Rhino Foundation, 1999).

2.1.4.1.1 Unterarten

Beim Breitmaulnashorn konnten in verschiedenen Studien wesentlich gréBere
genetische Unterschiede zwischen den beiden Unterarten festgestellt werden als
beim Spitzmaulnashorn. Dieser Befund ist historisch gesehen gut zu erklaren, da
zwischen den Populationen des Sudlichen und Nérdlichen Breitmaulnashornes
schon sehr lange eine raumliche Trennung bestand (Pienaar, 1994) und sie sich seit
Gber einer Million Jahren (Morales & Meinick, 1994; Emslie & Adcock (1997, S. 196)

getrennt entwickelt haben.

Sadliches Breitmauinashorn {Ceratotherium simum simum):

Seine historische Verbreitung wurde Sudlich vom FluB3 Orange und dem Gebiet des
heutigen Umfolozi Nationalparks begrenzt, im Norden ging die Grenze entlang dem
Flul Zambezi und der Grenze zwischen Namibia und Angola (Pienaar, 1994). Heute
kommt es durch zahlreiche Wiederauswilderungsprogramme in verschiedenen

Landern Afrikas vor, die weitaus groBle Anzahl davon in Sudafrika (Bild 1).

Literatur 4]

Bild_1: Frihere und heutige Verbreitungsgebiete des Nérdlichen und Sidlichen

Breitmauinashornes:

~~~~~~

4
.-

BREITMAUL-NASHORN
I'ritheres und heutiges
Verbreitungsgebiet

Friihere Verbreitung

- Heutige Verbreitung

Zuh! der Breitmaul-Nashdrnor
nach Landern
(1995)

C.s. cottont
mia C. s. simum

* AuBerhaib d. eigentl.
Verbreitungsgebictes

{aus Melster & Owen-Smith, 1997)
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Nordiiches Breltmaulnashorn (Ceratotherium simum cottoni):

Seine historische Verbreitung erstreckte sich nur vom Noérdlichen Uganda Uber den
sadlichen Sudan, Nordwesten des Zaire (heute Demokratische Republik Kongo) und
westlich in die Zentralafrikanische Republik hinein {Pienaar, 1994). Als es am Anfang
des 20. Jahrhunderts zum ersten Mal beschrieben wurde, gab es wahrscheinlich
noch Tausende von Nérdlichen Breitmaulnashérnern und nur sein Sddlicher
Verwandler war stark bedroht (Hillman-Smith, 1997). Sogar noch im Jahre 1960
waren die Nérdlichen Breitmaulnashérner noch haufiger als die Sudlichen Breitmaul-
nashérner (Emslie & Adcock, 1997, S. 197). Heute kommt diese Unterart nur noch im
Garamba Nationalpark in der Demokratischen Republik Kongo vor (Bild 1). Der
Restand von ehemals 29 Tieren ist durch den Burgerkrieg noch weiter dezimiert
worden und man schétzt, daB es heute in freier Wildbahn weniger als 25 Tiere gibt.
Weitere 5 Tiere stehen im Tierpark Dvur Kralove in Tschechien und 4 Tiere im Zoo
von San Diego, USA (Golthenboth & Ochs, 1999). Hiermit handelt es sich um die am
meisten bedrohle Unterart des Nashornes weltweit. Fir kommende Generationen
wird diese Unterart wohl nicht mehr erhalten werden konnen. Das Erscheinungsbild
unterscheidet sich vom Sudlichen Breitmaulnashorn durch kleinere Backenzéhne,
andere Korperproportionen und einen oberseits fast geraden Schade! (Neuschulz &

Meister, 1998; International Rhino Foundation, 1999).

2.1.4.1.2 Habitat

Das Breitmaulnashorn lebt in Kurz- und Langgras-Savannen und ist ein reiner
Weidegénger, der relativ ortstreu ist und in individuellen Futterstreifgebieten lebl.
Wahrend der Regenzeit bevorzugt es eher kurzes Gras, wahrend es in der
Trockenzeit auch aul mittleres bis langes Gras ausweicht. Es ist auf Wasserslellen
zum Trinken und Suhlen angewiesen und braucht Schattenplatze wéahrend der Hitze
des Tages (du Toit, 1994; Pienaar, 1994; Meister & Owen-Smith, 1997).

Literatur 1

2.1.4.1.3 Reproduktion und Sozialverhalten

Breitmaulnashérner leben in kleinen, nicht sehr stabilen Verbanden, die aus einem
territorialen Bullen, untergeordneten Bullen, Kihen verschiedener Altersgruppen und
Kélbern bestehen kdnnen. Die Futterstreifgebiete von Kilhen kdnnen mit anderen
Gruppen weiblicher Tiere Uberlappen und sie kénnen sich auch iber mehrere Bullan-
territorien erstrecken. Die GroBe des zentralen Streifgebietes der Weibchen liegt hier
je nach Nahrungs- und Wasserangebot ungefahr bei 6,7 km?. Die Bullen verteidigen
ihr Revier, das im Durchschnilt 1,65 km? gro3 ist und das gegen andere Territorien
von Bullen abgegrenzt ist, sie dulden jedoch untergeordnete Bullen in ihrem Gebiet.
Der Aufenthaltsort der weiblichen Tiere scheint vorwiegend vom Futter und Wasser-
angebot abzuhdngen, so daB fiir den Bullen und seinen Fortpflanzungserfolg die
Attraklivitat seines Reviers entscheidend ist. Weibliche Tiere werden mit ca. 7 Jahren
geschlechtsreif, Bullen mit ca. 10 bis 12 Jahren. Die Tragzeit betragt ca. 16 Monate
bei einer Zwischenkalbezeit von 2 bis 3 Jahren (du Toit, 1994; Bertschinger, 1994;
Meisler & Owen-Smith, 1997, International Rhino Foundation, 1999).

2.1.4.2 Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis)

Die Spitzmaulnashdrner verdanken ihren Namen einer fingerartig ausgebildeten
Oberlippe, die als Greiforgan fur die bevorzugte Blatternahrung dient. Sie werden
auch als Schwarze Nashérner bezeichnet, obwohl diese Bezeichnung irrefihrend ist,
da sie in ihrem Erscheinungsbild keineswegs schwarz sind, sondern von grau bis
graubraun variieren. Man nimmt an, daB diese Bezeichnung als Gegensatz zum
falsch benannten Weif3en Nashorn gewahlit wurde oder daB der Name daher kommt,
daf es nach dem Suhlen im Schlamm fast schwarz aussieht (Neuschulz & Meister,
1998). Es ist, wie fast alle NashOmer, beinahe haarlos. Die wissenschaftliche
Bezeichnung Diceros ist griechisch und bezieht sich ebenso wie die lateinische
Bezeichnung bicornis auf die beiden Horner, beides heilt Gbersetzt ,Zweihorn®. Mit
einer Schulterhéhe von 1,4 bis 1,7 Metern und einem Gewicht von 800 bis 1.350
Kilogramm ist es kleiner und leichter als das Breitmaulnashorn (Foose, 1996;
International Rhino Foundation, 1999).
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Bild 2: Verbreitungsgebiete des Spitzmaulnashornes friher und heute:

SPITZMAUL-NASHORN
Friibere und heutige
Verbreitungsgebiete

B3 Fruhere Verbreitung

Il Gegenwirtige Verbreitung

R 0. 0. longipes
B D. b. michaeli
D. b. bicornis

D. b. minor

Zahl der Spitzmaul-Nashérner nach Lindern

(aus Adcock & Emslie, 1997)
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2.1.4.2.1 Unterarten

Spitzmaulnashdrner verschiedener Vorkommensgebiete in Afrika unterscheiden sich
geringflgig im Kdrperbau und in ihrer Lebensweise, genetisch bestehen jedoch nur
sehr geringe Unlerschiede. Trotz der geographischen Unterschiede sind Unterarten
schwer abzugrenzen (Groves, 1997) und man nimmt an, daB es sich um sogenannte
Okotypen handelt (Adcock & Emslie, 1997). Historisch gesehen lebten die Spitzmaul-
nashdrner in einem groBen, ehemals zusammenhingenden Gaebiet, so daB
gemeinsame Vorfahren wahrscheinlich sind (Bild 2).

Sudwestliches Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis bicornis):

Sein heutiges Vorkommensgebiet ist Siidafrika und Namibia, Es ist gut an trockene

bis wistenhafte Lebensbedingungen angepaBt (Bild 2).

Nordwestliches Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis longipes):

Sein Bestand wird auf weniger als 10 Tiere in Kamerun geschatzt (Bild 2).

Ostliches Spitzmaulnashorn {Diceros bicornis michaeli:

Sein Hauptgebiet liegt heute in Kenia, einige Populationen bestehen jedoch auch in
Sidafrika und Tansania. In der hier vorliegenden genetischen Verwandtschaftsstudie

wurden nur Proben dieser Unterart untersucht (Bild 2).

Sidliches Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis minor:

Diese Unterart ist mit einem Bestand von ca. 1.300 Tieren am hé&ufigsten. Die
gréften Populationen leben in Stidafrika und Simbabwe. Es kommen jedoch auch
Tiere dieser Unterart in Tansania, Swaziland und Malawi vor. Eventuell befinden sich
auch noch Tiere in Angola, Botswana, Mozambique und Sambia. Es ist vom Kérper-

bau her etwas kleiner als die anderen Unterarten (Bild 2).

(Adcock & Emslie, 1997; Bestandszahien: Internationa!l Rhino Foundation, 1999)



2.1.4.2.2 Habitat

Der Lebensraum des Spitzmaulnashornes ist vielfaltig und reicht von Dornbusch-
savannen, verbuschten Wiistenrandern bis hin zu lichten Galeriewéldern. Es kommt
in Gegenden auf Meereshéhe vor und in Ostafrika auch auf einer Hohe von bis zu
2.700 Metern. Es frift vor allem Blatter von Bischen und jungen Biumen. Auf den
regelmiBigen Zugang zu Wasserstellen ist es angewiesen (du Toit, 1994; Neuschulz

& Meister, 1998).

2.1.4.2.3 Reproduktion und Sozialverhalten

Spitzmaulnashdrner leben vorwiegend tagaktiv und sie sind nicht sehr gesellig. Sie
durchstreifen angestammte Gebiete, die sich mit denen anderer Arlgenossen Uber-
lappen kénnen. Obwohl die Bulien im strengen Sinn nicht territorial sind, kann es
dennoch zu Kampfen mit anderen Bullen kommen, um diese aus inrem Gebiel zu
vertreiben. Die Auswahl der Streifgebiete richtet sich vor allem nach Wasser- und
Nahrungsangebot, sowie nach Deckungsmaglichkeiten. Jungtiere bleiben bei der
Mutter, bis zur Geburt des nichsten Kalbes. Manniiche Tiere leben vorwiegend
solitar, dulden normalerweise jedoch untergeordnete Bullen in ihrem Gebiet. Beim
Paarungsverhalten kann es auch zwischen dem werbenden Mannchen und dem
Weibchen zu Kampfen kommen. Spitzmaulnashorner werden mit ca. 7 Jahren
geschlechtsreif. Das durchschnittiiche Alter bei der ersten Geburt liegt bei D.b. minor
und michaeli bei 7 bis 9 Jahren, bei D.b. bicornis, das in ariden Gebieten lebt, sogar
ersl bei 9 bis 10 Jahren. Gewdhnlich bleiben die Kélber mindestens 2 bis 4 Jahre bei
ihrer Mutter. Gegen Ende der Trachtigkeit verjagt das Weibchen das vorige Kalb,
nach der Geburt darf es aber wieder mitlaufen. Die Tragzeit betragt 15 bis 16 Monate
bei einer Zwischenkalbezeit von 2,5 bis 4 Jahren. Bullen pflanzen sich abhangig von
ihrer Rangposition erst im Alter von 10 bis 15 Jahren fort (du Toit, 1894, Adcock &

Emslie, 1997; International Rhino Foundation, 1999).
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2.1.5 Asiatische Nashorner

2.1.5.1 Indisches Panzernashorn (Rhinoceros unicornis)

Seinen Namen verdank! es seinen dicken, brdunlich bis grauen, panzerartigen
Hautfalten, welche mit nietenartigen Warzen besetzt sind. Beim Mannchen sind
diese Hautfalten dicker, breiter und mehr gefaltet, als beim Weibchen. Sie dienen als
Schutz vor Verlelzungen bei Kampfen und betonen die darunterliegende Muskulatur,
Dennoch kann es bei Kdmpfen durch die bis zu 20 cm langen Schneidezahne zu
erheblichen Verletzungen und sogar zu Todesféllen kommen. Das Panzernashorn
wird nach seinem Verbreitungsgebiet auch Indisches oder nepalesisches Nashorn
genannt. Einsimals war es vom Industal bis Nordburma verbreitet (Bild 3). Da es
aber in denselben Gebieten lebt, in denen auch Reispflanzen wachsen, wurden viele
ihrer Lebensrdume durch menschliche Besiedelung zerstdrt. Inzwischen kommt es
nur noch in einigen Schulzgebieten in Nordindien, Nepal und Bhutan vor (Laurie,
1997). Seine wissenschaftliche Bezeichnung Rhinoceros leitet sich aus den beiden
griechischen Worlen ,rhing”, weiches Nase, und ,ceros”, welches Horn bedeutet, ab.
Der Zusatz ,unicornis* ist lateinisch und kann mit ,Einhorn” bersetzt werden. Beide
Geschlechler besitzen jeweils nur ein einziges ca. 15 bis 45 cm langes Horn. Mit
einer GréBe von ca. 1,7 bis 2,0 Metern und einem Gewicht von 1.800 bis 2.200 Kilo-
gramm ist es bei weitem das groBte asiatische Nashorn (Foose, 1996; International
Rhino Foundation, 1999).

2.1.5.1.1 Habitat

Das Indische Panzernashorn bewohnt mit Gras bewachsene Uberschwemmungs-
gebiele und FluBuferwélder in den Higelregionen am FuB des Himalaya. Es ist
Uberwiegend tagaktiv und ermdhrt sich von Sumpfpflanzen, Frichten, Gras und
Blattern, welche mit seinen beweglichen Oberlippen ergriffen werden (Laurie, 1997,
Neuschulz & Meister, 1998).



2.1.5.1.2 Reproduktion und Sozialverhalten

Panzernashérmer kdnnen beim Grasen oder Schiammbaden zwar lockere Verbande
von bis zu 20 Tieren bilden, normalerweise leben sie jedoch als Einzelgénger und es
wird nur zwischen Kalb und Kuh eine sehr enge Beziehung ausgebildet. Bullen
halten keine Reviere, sondern haben 0Oberlappende Streifgebiete und Rang-
ordnungen. Die Werbung der Panzernashorn-Bullen um eine Kuh kann sehr gewalt-
tatig sein und es kommt vor der Paarung zu Kdmpfen, bei denen manchmal sogar
Kibhe getdtet werden. Die Tragzeit betrdgt 15 bis 16 Monate, bei einer Zwischen-
kalbezeit von ca. 3 Jahren. Das Kalb bleibt in der Regel 3 bis 4 Jahre bei der Mutter
und wird kurz vor der Geburt des nédchsten Kalbes von der Mutter vertrieben.
Weibchen werden im Alter von 5§ bis 7 Jahren geschlechtsreif, Bullen erst im Alter
von ca. 10 Jahren, sie kommen aber kaum vor 15 Jahren zur Fortpflanzung (Laurie,

1997; International Rhino Foundation, 1999).

Bild 3: Verbreitungsgebiete des Indischen Panzernashornes frither und heute:

DAS INDISCHE PANZERNASHORN
Friiheres und heutiges Verbreitungsgebiet
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(aus Laurie, 1997)
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2.1.6 Zuchtmanagement zur Arterhaltung kleiner Populationen

Eines der Hauptziele der Erhaltungszucht ist es, den natlrlichen Grad der
genetischen Diversitdt und somit das evolutionsbedingte Potential einer Population
zu erhalten.

Durch Wilderei und den Verlust ihres Lebensraumes sind die ehemals groBen
Nashornpopulationen inzwischen sehr kiein und weit von einander entfernt, so dafi
ein intensives Zuchimanagement fir das Uberleben der Arten nétig ist, da besonders
kleine, isolierte Populationen Gefahr laufen, ihre genetische Variabilitdt zu verlieren
und durch Inzuchtdepression Schaden nehmen. In kleinen Populationen gleichen
sich die Genotypen der einzelnen Individuen mehr und mehr an, wobei einzelne
Allele fixiert werden und andere fir diese Population verloren gehen. Die Frequenz
homozygoter Tiere sleigl, d. h. der Heterozygotiegrad sinkt. Dies hat zur Folge, dafi
auch rezessive Defekigene phanotypisch in Erscheinung treten kénnen und daB
somit durch Inzucht die Uberlebens- und Reproduktionsrate sinken kann (Falconer,
1984). So konnte z. B. fir Kalber beim Indischen Nashorn mit einem
Inzuchtkoeffizienten Uber 0,25 eine vermehrie Sterblichkeit im Jugendalter
festgestellt werden (Baur & Studer, 1995). Auch beim Geparden, dessen Population
erst in jungster Zeit durch einen gravierenden Flaschenhals ging und von dem
gesagt wird, dafl seine genetische Variabilitil inzwischen etwa zehn bis hundertfach
geringer ist als bei anderen Saugetierarten, wird eine erhéhte Sterblichkeit der
Jungtiere, vermehrt abnormale Spermatogenese und eine erhéhte Anfalligkeit fir
Infektionen beschrieben (O’Brian, 1985). Fir das Przewalski-Pferd, das in freier
Wildbahn bereits ausgestorben war, wird ebenfalls von Inzuchtproblemen berichtet
(Bouman & Bos, 1979). Dies zeigl, daB eine Population um so empfindlicher
gegeniber Umwelteinflissen reagiert, je kleiner sie ist, da mit einer reduzierten
genelischen Vielfait auch die Anpassungsfahigkeit an Umweltverdnderungen sinkt
{Foose, 1991). Vielfach reduziert eine geringe Populationsdichte die Méglichkeit far
ein Ménnchen, ein weibliches Tier zu finden, mit dem es sich paaren kann, da
beispielsweise der Ostrus beim Nashorn nur 1 bis 2 Tage dauert (Ashley et al,,
1990). Aufgrund dieser Probleme muB eine Erhaltungsstrategie fir Tierarten, die
schon sehr stark in ihrer Zahl dezimiert sind, darauf basieren, Uberlebensfihige
Populationen zu erhalten, d. h. Populationen, die gro genug sind und iiber

verschiedene Gebiele verteilt sind (Minimum Viable Population Concept). Eine




MindestgroBe der Popuiation, die das Uberleben sichert, gibt es hier jedoch nicht.
Sie hangt von verschiedenen umweltbedingten, genetischen und biologischen
Faktoren ab, sowie von der Populationsstruklur. So wird eine Restpopulation von
13 Schwarzen Nashdrnem im Ngorongoro Krater von Moehimann et al. (1996) als
sehr kritisch bezeichnet, wohingegen sich eine Population von 16 wieder-
ausgewilderten Schwarzen Nashormern im Ndumu Wildpark sehr gut vermehrt
(Conway, 1989). Beide Autoren empfehlen jedoch die effekiive Populationsgréfie
durch die Auswilderung von neuen Tieren zu erhdhen, um somit der Gefahr der
reduzierten genetischen Variation innerhalb dieser sehr kleinen Populationen zu
begegnen. Unter der effekliven PopulationsgréBe N, versteht man die Anzahl von
Zuchtindividuen, weiche in einer realen Population die gleiche Inzuchtsteigerung
verursachen wirde, wie in einer gleich grofBen idealisierten Population. Wenn die
Zuchtstruklur bekannt ist, kann die effektive Populationsgréfe aus der tatsachlichen
abgeleitet werden, nicht zlichtende Tiere werden hier also nicht gezihlt (Falconer,
1984; GansloBer, 1998). Bei einer Umsiedelung von Tieren sollte jedoch darauf
geachtet werden, auf bestimmte Gebiete spezialisierte Populationen und Unterarten
getrennt zu erhalten, auch wenn dies teilweise sehr umstritten ist. Eine Theorie zur
Erhaltung von kleinen Populationen ist es, die Tiere in geschiizte Gebiete zu bringen
und durch Translokationen fir genetischen Austausch zu sorgen, indem man viele
kleine Populationen in verschiedenen Gebieten verwaltungstechnisch zu einer
groBen Population (Metapopulation) zusammenfaBt, um somit die Uberlebens-
chancen aller zu optimieren. In dieses genetische Zuchtmanagement konnen sowoh!
Populationen in freier Wildbahn, als auch in Gefangenschafl miteinbezogen werden

(Foose, 1981; Price, 1991; Conway, 1995).

2.1.7 Unterscheidung der Unterarten bei afrikanischen Nashornern

Eine Strategie zur Erhaltung des afrikanischen Nashornes basiert auf der Errichtung
von Nashom-Schutzgebieten, in denen sich der Tierbestand wieder erholen kann.
Hier stellt sich aber die Frage, ob in diesen Schutzgebieten nur die vorhandene
Population gehalten wird oder ob sie mit Tieren aus anderen Populationen
aufgestockt werden soll. Hierdfir muB jedoch gekldrt werden, ob es sich bei den

existierenden, geographisch weil verstreuten Populationen um Unterarten handelt,
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die sich in ihrer Abstammung und Morphologie so sehr voneinander unterscheiden,
daf} man sie als getrennte Einheiten behandein sollte (George et al., 1991).

Diese Unterscheidung ist besonders beim Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis)
schwierig. Hier wird die Einteilung der Unterarten und die separate Erhaltung der
inzwischen sehr kleinen Populationen immer noch diskutiert, da sich verschiedene
geographisch getrennte Populationen zwar teilweise morphologisch sehr stark
unterscheiden, genetisch jedoch nur eine sehr geringe Variabilitit vorhanden ist.
Nach Vermessung von Nashornschideln beschreibt Groves (1991) z. B. noch
8 Unterarlen beim Schwarzen Nashorn, wahrend Cohn (1990) je nach zitiertem Autor
von 6 oder 7 Unterarten berichtet. Bei Foose (1996) oder dem International Rhino
Trust Fund (1999) werden nur noch die 4 Unterarten Diceros bicornis minor, bicornis,
michaeli und longipes genannt.

Untersuchungen an mitochondrialer DNA bei Tieren der 2 Unterarten des Schwarzen
Nashornes Diceros bicornis minor und michaeli zeiglen, daB zwischen diesen beiden
Arten eine sehr enge Verwandtschaft besteht und daf3 sie vermutlich noch vor ca.
100.000 Jahren dieselben Vorfahren hatten. Zwischen Tieren der Unterarten Diceros
bicornis minor aus Simbabwe und Sidafrika konnte nicht differenziert werden
(Ashley et al., 1990; Amato et al.,, 1991). Harley & O'Ryan (1991) kamen anhand
von RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) Untersuchungen an
mitochondrialer DNA der Unterart Diceros bicornis bicornis, michaeli und minor und
O’Ryan et al. (1994) anhand von Restriktionsenzymschnittstellen zu &hnlichen
Schlissen. Hier zeigten sich innerhalb der Unterarien kaumn Unterschiede, wie dies
auch von O'Ryan & Harley (1993) schon beschrieben wurde. Nur 3 Restriktions-
enzyme zeigten Polymorphismen zwischen den Unterarten D.b. minor, michaeli und
bicornis. Die genetische Variabilitdt der mitochondrialen DNA zwischen den
Unterarlen ist jedoch nur sehr gering und sie ist nicht groBer, als zwischen
Mitgliedern anderer Saugetiergruppen. Offensichtlich kann also zwischen Unterarten
aufl genetischer Ebene kaum differenziert werden und es ist somit fraglich, ob diese
geographisch getrennt lebenden Populationen (berhaupt als Unterarten zu
betrachten sind oder nur als Okotypen. Auch Morales & Melnick (1994) konnten in
ihrer RFLP Untersuchung keine genetischen Unterschiede zwischen den Unterarten
des Breitmaul- und Spitzmaulnashornes finden. Somit sind Populationen aus
verschiedenen Gegenden und sogar verschiedene Unterarten der Spitzmaul-

nashérner nur bedingt als stammesgeschichtlich getrennte Einheiten zu sehen. Die
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Gefahr einer Auszucht Depression (Out-breeding depression) bei der Zucht zwischen
verschiedenen Unterarlen ist aus diesem Grund nicht zu erwarten. Eine separate
Behandlung dieser Gruppen ist jedach zur Erhallung bestimmter morphologischer
oder adaptiver Spezialisierungen gerechtfertigt.

Allozymstudien von Merenlender et al. (1989) zeigten auch fir die beiden Unterarten
des Breitmaulnashornes wesentlich geringere genetische Distanzen, als dies fir
andere Saugetierarten berichtet wird. Im Gegensatz dazu konnte durch eine Studie
an mitochondrialer DNA und an Serum Proteinen von George et al. (1991) ein phylo-
genelischer Unterschied der beiden Unterarien Nérdliches Breitmaulnashorn
(Ceratotherium simum cotton)) und Suidliches Breitmaulnashorn (Ceratotherium
simum simum) klar bestatigt werden. Er gibt eine Divergenz der Nucleotidsequenzen
von 1.4 % zwischen den beiden Unterarten an. Auch Harley & O'Ryan (1994)
beschreiben wesentlich groBere Unterschiede zwischen diesen beiden Unterarten
als beim Spitzmaulnashorn. Houck et al (1994) fanden in ihrer Studie sogar
chromosomale Unterschiede zwischen den beiden Unterarten des Breitmaul-
nashornes (Ceratotherium simum). Bei 3 verwandten Tieren der Unterart Nordliches
Breitmaulnashorn stellten sie eine Abweichiung vom diploiden Chromosomensatz von
82 Chromosomen mit nur 81 Chromosomen fest. Der Vergleich der Giemsa
gefarbten Karyotypen ergab keine Unterschiede, es zeigten sich jedoch Langen-
polymorphismen am kurzen Arm verschiedener Chromosomen. Dieser Befund ist
historisch gesehen nicht verwunderlich, da zwischen den Populationen des
Siodlichen und Nordlichen Nashornes schon seit Uber einer Million Jahren eine
rdumliche Trennung von mehr als 2.000 Kilometern bestand (Morales & Melnick,
1994; Pienaar, 1994; Emslie & Adcock, 1997, S. 196).

2.1.8 Untersuchungen zur genetischen Variabilitat bei Nashérnern

In einer Untersuchung von 30 proteincodierenden Loci bei 4 rdumlich voneinander
getrennt lebenden Populationen des Spitzmaulnashornes (Diceros bicomnis) finden
Swart & Ferguson (1994 und 1997) und Swart et al. (1994) eine wesentlich héhere
genetische Diversitat, als dies die jetzige PopulationsgréBe vermuten I4B3t. Dies
stimmt auch mit Beobachtungen von Dinerstein & McCracken (1990) beim Indischen
Panzernashorn Oberein. Dies fuhren die Autoren darauf zurtick, daB3 der Rlickgang

der einstmals sehr grof3en Nashornpopulationen beim Spitzmaulnashormn erst in

Literatur 21

jungster Zeit stattfand und dafB sich dieser Flaschenhals-Effekt durch die lange
Generationszeit von ca. 10 Jahren noch nich! bemerkbar gemacht hat. Sie schatzen
einen Heterozygotiegrad von 0.036 bis 0.059, welches in etwa dem entspricht, was
auch fir andere ausgezichtete Saugetierarten mit einem Wert von 0.05 berichtet
wird. Dieses Ergebnis steht allerdings im Gegensatz zu den Untersuchungen von
Merenlender et al. (1989), die fir 31 Loci nur einen Heterozygotiegrad von 0.013 bei
9 Schwarzen Nashérnern schatzten, und der Untersuchung von Ashley et al. (1990),
in der ein sehr geringer Grad der Variabilitdt von mitochondrialer DNA festgestellt
wurde.

Auch fiir das Weif3e und Indische Nashorn sind die Angaben in der Literatur Gberaus
unterschiedlich. Wahrend eine Studie an Serumproteinen beim Breitmaulnashorn
von Stratil et al. (1990) auf eine sehr groB3e genetische Variabilitdl innerhalb dieser
Art schlieBen 4B, finden George et al. (1991) nur einen geringen Variabilitaisgrad.
Dinerstein & McCracken (1990) berichten fur das Indische Panzernashorn, daB es
noch einen sehr hohen Grad an genetischer Variabilital besitzt, wohingegen Ali et al.
(1999) kaum genetische Unlerschiede feststellen. Dieser Befund kénnte allerdings

auch durch die geringe Probenanzahl dieser Studie von nur 7 Tieren bedingt sein,
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2.2 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

2.2.1 Alilgemeines zur Methode

Fir den Verwandtschaftsnachweis wird die genetische Variabilitdt verschiedener
Allele genutzt, die von den Eltern auf die Nachkommen vererbt werden.

Eine PCR (Polymerase Chain Reaction) ist in diesem Fall besonders geeignet, da
hierfGr nur eine sehr geringe Menge an DNA fir den Nachweis erforderlich ist.

Da beim Nashorn, wie bei den meisten Wildtieren, nicht geniigend Informationen
iber die DNA Sequenzen vorliegen, wurde mit der Etablierung von AFLP (amplified
fragment length polymorphism) fir das Nashorn versucht, eine geeignele sequenz-
unabhangige Methoden zu finden, die keine Sequenzinformationen Uber diese
Tierant vorausselzt.

AFLP wird von verschiedenen Autoren als eine sehr zuverldssige und kosten-
ginstige Technik zur Bestimmung der genetischen Variabilititt und der
Verwandtschaftsbestimmung sowohl zwischen als auch innerhalb von Populationen
beschrieben, die viele Moglichkeiten bietet (Hill et al., 1996; Greef et al., 1997; Vos &
Kuiper, 1997, Mueller & Wolfensbarger, 1999; Sharbel, 1999). Es wurde gezeigt, daB
selbst sehr kleine genetische Unterschiede in eng verwandten oder ingezichteten
Individuen dargestellt werden koénnen. So wurden mit AFLP fir verschiedene
Pilzspezies, die in einer RFLP Studie nur sehr geringe Unterschiede zeigten und in
Sojabohnenzuchtlinien, die sich nur an einer einzigen Stelle im ganzen Genom
unterschieden, Polymorphismen festgestellt (Maughan et al., 1986; Majer el al.,
1996). Auch zwischen verschiedenen Bakterienstimmen, die teilweise sehr nahe
miteinander verwandt sind, konnte mit Hilfe von AFLP differenziert werden (Janssen
et al., 1996). Die Tatsache, daf3 viele (iber das ganze Genom verteilte, unabhangige,
polymorphe Marker in einer einzigen PCR-Reaktion hergestellt werden kénnen,
nutzten Cervera et al. (1996), Mackill et al. (1996), Maughan et al. (1996}, Rouppe
van der Voort et al. (1997) und Simons et al. (1997) bereits erfolgreich zur
Genkartierung bei verschiedenen Pflanzen,

Bisher liegen jedoch nur sehr wenig Informationen ber die Anwendung von AFLP
bei Tieren vor, da diese Methode urspringlich aus der Pflanzenzuchtung kommt
(Vos et al.,1995). Ihr Nutzen in der Tierzucht wurde bei der Ratte zur Unterscheidung

von Inzuchtlinien (Otsen et al., 1996) und in einer Studie beim Rind beschrieben
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(Ajmone-Marsan et al., 1997). Auch zur Genkartierung bei der Ratte und beim Huhn
wurde AFLP bereits erfolgreich eingesetzt (Otsen et al., 1996; Knorr et al., 1998). Im
Humanbereich kann AFLP fir forensische Zwecke eingesetzt werden (Latorra &
Schanfield, 1996).

2.2.2 AFLP Reaktion

Als erster Schritt wird in der AFLP Reaktion die genomische DNA mit 2
verschiedenen Restriktionsenzymen aufgetrennt (Bild 4), wobei man Fragmente
erhalt, die in der Regel 500 Basenpaare nicht {iberschreiten (Majer et al., 1996). In
der AFLP Reaktion wird fur die meisten Pflanzen die Enzymkombination EcoRI/Msel
verwendel (Vos et al., 1995, Hill et al., 1996; Mackill et al., 1996: Majer et al., 1996:;
Maughan et al., 1996; Trevis et al., 1996; Greef et al., 1997; Paul et al., 1997; Qi &
Lindhout, 1997; Rouppe van der Voort et al., 1997; Krauss, 1999; Perkin Elmer,
AFLP Plant Mapping Kit). Da diese Enzymkombination jedach fiir Saugetiere trotz 3
zusalziicher Basenpaare am 3° Ende in der selektiven Amplifikation zu viele
Fragmente fir eine klare Auftrennung auf dem Acrylamidgel ergibt, schlagen
Ajmone-Marsan et al. (1997) und Vos & Kuiper (1997) die Kombination EcoRl/Tagl
vor. An die Schnittstellen der Restriktonsfragmente werden Adaptoren mit bekannter
Sequenz ligiert (Bild 4),

Im weiteren Verlauf werden diese Fragmente mit Hilfe einer Primerkombination, die
am 5°'Ende komplementdr zur Basenpaarsequenz des Adaplors sowie dem
Restriktionsende ist, in einer PCR Reaktion vervielfaltigt (Bild 4).

Um eine Uberschaubare Anzahl von Fragmenten zu bekommen, erhalten die Primer
zusilzlich an ihrem 3’Ende 1 bzw. 3 selektive Nukleotide. Diese Reaktionen erfolgen
in 2 Schritten, der Praamplifikation, in der durch einen Primer mit einem selektiven
Nukleotid eine 16-fache Reduzierung erfolgt und der selektiven Amplifikation, in der
durch 3 selektive Nukleotide, von denen das erste mit dem in der Praamplifikation
verwendelen Ubereinstimmt, eine 256-fache Reduzierung erfolgt (Vos & Kuiper,
1997; Sharbel, 1999). Einer der Primer ist zur Sichtbarmachung der Proben mit
einem Farbstoff markiert. Das PCR Produkt wird schlieBlich nach FragmentgréBen

Uber ein Polyacrylamidgel aufgetrennt.
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Bild 4: AFLP-Reaktion
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2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Technik, mit der man in vitro
Desoxyribonucleinsdure-(DNA-) Abschnitte, die an beiden Enden von 2 bekannten
DNA-Sequenzen, den Primern, eingegrenzt sind, synthetisch vervielfaltigen kann.
Durch den Einsatz hitzestabiler DNA-Polymerasen und die Entwicklung von Geraten,
die fir einen zyklischen Temperaturwechsel bei der PCR sorgen, kam der grof3e
lechnologische Fortschritt in der PCR Technik. Erst dies ermdglichte den
routinem&Bigen Einsatz in der Forschung, denn vor der Entdeckung thermostabiler
Enzyme standen nur hitzeempfindliche DNA-Polymerasen zur Verfigung , die man in
jedem PCR-Zyklus erneut zusetzen muBte. In jedem neuen PCR-Zyklus wird die
Anzahl der DNA-Kopien verdoppelt, so daf aus einer relativ geringen DNA Anfangs-
menge gezielt DNA Abschnitte vervielfaltigt werden kénnen. Man trennt hierfir die
Strdnge der Ziel-DNA durch Erhitzen auf und kihlt die Reaktion anschlieBend wieder
ab, damit sich die Primer spezifisch an die komplementare Sequenz der Zielregion
anlagern kénnen. Die DNA-Polymerase verlingert die Primer, welche als Startpunkt
der DNA Synthese in der PCR dienen. Hierzu midssen alle 4 Desoxynucleosid-
triphosphate (dNTPs) in Puffer geldst vorhanden sein. Diese PCR- Zyklen wiederholt
man in der Regel 20 bis 40 mal. So kénnen tausende von Kopien der Ursprungs-
DNA entstehen, die notwendig sind, um die Fragmente sichibar machen zu kénnen
(Newton & Graham, 1994).

2.2.4 DNA Fingerprinting

Die Methode des genetischen Fingerabdruckes (Fingerprinting) beschreibt Gleichheit
und Ungleichheit im Genom einzelner Individuen, Rassen, Arten und Unteranen
durch individuelle Bandenmuster (Zabeau & Vos, 1993). Besonders Bereiche nicht-
codierender Sequenzen im Genom, die aus hintereinander gelegenen Wieder-
holungen der Sequenzen beslehen, sogenannte tandem repeats®, zeigen einen
hohen Grad individuenspezifischer Polymorphismen, die viellach {iber das Genom
verteilt auftrelen (Swatschek, 1992). Diese Stellen im Genom kénnen als sehr
variable Marker dienen. Mit Hilfe von Restriktionsenzymen kann die DNA in diesem

Bereich in Fragmente unterschiedlicher Gréfe geschnillen werden, die durch die
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unterschiedliche Lage und Anzahl der Wiederholungseinheiten im Genom entstehen
(Rothwell, 1893). Diese Fragmente kbnnen {ber ein Gel der GréBe nach
elektrophoretisch aufgetrennt werden. Da die Enzyme nur an ganz bestimmten
Nukleotidsequenzen in der GroBe von 4 bis 8 Basenpaaren schneiden, erhalt man
ein Bandenmuster, das fir jeden Organismus charakteristisch und reproduzierbar ist,
weshalb DNA-Fingerprinting auch oft in der Forensik eingesetzt wird.

Die Bereiche der ,tandem repeats” und damit die Muster der Langen-
Polymorphismen werden nach den Mendelschen Regeln vererbt, woraus folgt, dani
wenig verwandte Tiere weniger gleiche Banden zeigen, als verwandte Tiere. Um fir
das S&ugetiergenom ein klar unterscheidbares Bandenmuster zu bekommen, darf
nur ein Teil dieser Fragmente sichtbar gemacht werden (Zabeau & Vos, 1993). Um
solche Bandenmuster zu erzeugen, kénnen verschiedene molekularbiologische
Verfahren eingesetzt werden, wovon AFLP eine auf einer PCR basierenden Methode
ist (Swatschek, 1992).

2.2.5 AFLP Polymorphismen

Polymorphismen werden anhand der Prasenz oder Absenz von Banden bestimmt,
die sich durch verschieden lange Restriktionsfragmente ergeben (Hill et al., 1996).
Diese Bandenmuster sind firr jeden Organismus charakteristisch und reproduzierbar,
Unterschiede im Bandenmuster ergeben sich durch den Austausch einer Base an
der Restriktionstelle und/oder an der Stelle der selektiven Nukleotide durch Mutation.
So gehen Banden verloren oder es werden zusétzliche Banden amplifiziert (Sharbel,
1999).
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2.2.6 Sequenzunabhangige Methoden im Vergleich

Es gibt eine grofle Anzahl verschiedener molekularbiologischer Technologien, um
aul der Ebene des Erbgutes Polymorphismen und somit genetische Variabilitat
feststellen zu kénnen, doch jede Methode hat Vor- und Nachteile und muB3 speziell
nach der jeweiligen Fragestellung und technischen Mdglichkeit ausgewahit werden.
So ist RFLP (restriction fragment length polymorphism) eine sehr gut reproduzierbare
Methode, die codominante Marker generiert. Die DNA wird mit Restriktionsenzymen
verdaut und die daraus resultierenden Fragmente werden Uber ein Gel elektro-
phoretisch aufgetrennt und auf einen Southern Blot aufgetragen. Die Unterschiede
der Fragmentlange resultieren entweder aus einer Mutation an der Restriktionsstelle
oder entstehen durch Insertion/Delelion. Die RFLP Technik ist allerdings sehr zeit-
aufwendig, teuer und 1431t sich kaum automatisieren, auBerdem sind groBe Mengen
von qualitativ hochwertiger Ausgangs-DNA nétig (Dodgson et al., 1997; Karp et al.,
1996; Karp & Edwards, 1997; Paul et al., 1997; Mueller & Wolfensbarger, 1999).
Zudem ist die Anzahl polymorpher RFLP Marker pro Reaktion recht gering und fir
manche Spezies konnten nur sehr wenige oder gar keine Polymorphismen fest-
gestellt werden (Mackill et al., 1996; Powell et al., 1996).

Durch den Einsatz der PCR Technik ist hier die Methode RAPD (randomly amplified
polymorphic DNA) eine Verbesserung im Vergleich zu RFLP, da nur kieine Mengen
an DNA gebraucht werden und ein Blotten oder Hybridisieren entfallt, d. h. es ist
einfacher und schneller, Marker zu erzeugen und die Methode ist automatisierbar.
Mit kurzen, fiir gewbhnlich nur ca. 10 Nukleotiden langen Primern werden sehr
unspezifisch Segmente der DNA amplifiziert, die genlgend Ahnlichkeit mit den
Primern aufweisen. Polymorphismen entstehen durch Unterschiede an den
Bindungsstellen der Primer (Powell el al., 1996; Milbourne et al., 1997). Die geringe
Selektivitdl der Primer kann jedoch auch zu fehlerhalten Ergebnissen und Artefakten
fohren. So muf3 bei RAPD die Reaktionsbedingung sehr strikt konstant gehalten
werden, da sonst die Reproduzierbarkeit als sehr kritisch bewertet wird (Cervera et
al., 1996, Dodgson et al., 1997; Karp et al., 1996; Karp & Edwards, 1997; Jones et
al., 1997; Paul et al, 1997; Mueller & Wolfensbarger, 1998). Die amplifizierten
Fragmente aus der RAPD Reaktion werden (ber ein Agarosegel elektrophoretisch

aufgetrennt, mit Ethidiumbromid angefédrbt und im UV Licht sichtbar gemacht. Die
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Marker sind dominant, d. h. Heterozygote kdnnen mit dieser Methode nicht erkannt

werden,

AFLP kombiniert die Vorteile aus beiden Methoden. Die DNA wird mit Hilfe von
Restriktionsenzymen  geschnitten und in  verschiedenen PCR-Reaktionen
amplifiziert. Wie in einem Versuch verschiedener europdischer Labors gezeigt
wurde, hat diese Methode eine dhnlich hohe Reproduzierbarkeit wie RFLP. Hier wies
nur in einem Fall eine einzige Bande einen Untarschied auf (Jones et al.,, 1997).
AFLP ist allerdings zeitaufwendiger als RAPD und benétigt mehr, qualitativ hoch-
wertige DNA. Im Vergleich zur RAPD Technik, bei der ca. 20 Banden pro Primer
erzielt werden, deckt AFLP einen weitaus groBeren Teil des Genoms ab mit einem
Durchschnitt von 100 Banden pro Primerkombination und weist somit auch eine
héhere Anzahl Polymorphismen pro Reaktion auf (Karp et al., 1996; Paul et al.,
1997).

Eigene Untersuchungen 29 ! |

3. Eigene Untersuchungen

3.1 Zielsetzung und Problematik

In Anbetracht der in diesem Jahrhundert durch Wilderei und Lebensraumverlust stark
zurickgegangenen Bestandszahlen der afrikanischen und asiatischen Nashorner
wird fiir deren Uberleben ein intensives Zuchtmanagement dringend benétigt. Um
tiberlebensfahige Populationen zu erhalien, bedarf es nicht nur der Sicherung ihres
Lebensraumes. Da natirliches Zu- und Abwandern von Nashdmern aus
unterschiedlichen Gegenden und Populationen nicht mehr ohne menschliche Hilfe
stattfinden kann und die PopulationsgroBe in vielen Gegenden sehr klein ist,
versucht man teilweise durch Umsiedlung einzelner Tiere in andere Gegenden die
genelische Variabilitit der Gruppe zu erhaiten und so Inzuchteffekte wie z. B. eine
verminderte Reproduktionsrate zu vermeiden, welche wiederum eine weitere
Verminderung der PopulationsgréBe zur Folge hatte (Bild 5). Um Zuchtempfehlungen
aussprechen zu kdénnen, muf3 jedoch zuerst geklart werden, ob es sich bei den
existierenden, geographisch weit verstreuten Populationen genetisch gesehen um
Unterarten handell, die sich in ihrer Abstammung signifikant unterscheiden und die
deshalb nicht vermischt werden solliten. Da die Nordlichen Breitmaulnashérner
momentan die am meisten bedrohte Unterart sind, fir die ein Uberleben bereits
fraglich erscheint, soll ihre genetische Distanz zu den Siidlichen Breitmaul-
nashoérnern bestimmt werden.

Bei Tieren, bei denen die Herkunft oder die Verwandtschaftsverhéltnisse unklar sind,
wie dies far Wildpopulationen und auch einige Zootiere der Fall ist, wird zudem ecin
Abstammungsnachweis erforderlich, um Inzucht zu vermeiden und einen sinnvollen
Zuchtplan aulstellen zu kdnnen. Dies soll anhand der Sidlichen Breitmaulnashdrner
gezeigt werden.

Da man annimmt, daB3 die Breitmaulnashdrner und die Indischen Panzernashdrner
bereits am Anfang des 20. Jahrhunderts durch einen genetischen Flaschenhals
gegangen sind und somit ihre Variabilitdt schon reduziert ist, wahrend sich die Zahl
der Spitzmauinashorner erst in den letzten 20 Jahren rapide durch Wilderei
vermindert hat, muf} fesigestellt werden, wie gro3 die genetische Variabilitit
innerhalb der einzelnen Arten und Unterarten Uberhaupt noch ist und inwieweit diese

Verénderungen der Bestandszahlen bereits einen EinfluB auf die
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Wildbahn verzichtet werden. Die Proben von Breitmaulnashérnern der privaten
Wildtierfarm Thaba Tholo in Siidafrika wurden im Zuge einer Markierungsaktion
entnommen, fir die die Tiere extra vom Hubschrauber aus mit Hilfe eines
Betdubungsgewehres in Narkose gelegt wurden. So konnten sowchl Blut- als auch
Hautproben entnommen werden. Diese Methode ist jedoch nicht nur sehr kostspielig,
sondern sie birgt auch ein hohes Risiko fur die Tiere. Nashorner reagieren sehr
empfindlich auf Opioide, und es kann zu schweren Atemdepressionen kommen
(Raath, 1994).

3.2.1.2 Probenentnahme im Zoo

Blut:

Die Probenentnahme bei Zootieren erfolgte vorzugsweise als EDTA Blut nach der
Methode von Walzer (Walzer, 1998) aus der Ohrvene. Um eine Gegenwehr des
Tieres bei der Blutentnahme zu vermeiden, wird das Ohr lokal mit einer Mischung
aus Lidocain und Prilocaine betdubt. Hierzu wurde ein EMLA® Pllaster (Astra GmbH,
Wedel) verwendet.

Im Whipsnade Safaripark in England wurden die Tiere darauf trainiert, daB3 sie sich
regelmaBig freiwillig, auch ohne Ilokale Betdubung, Blut abnehmen lassen.

Gewebe:

Gewebeproben bei Zootieren, die den Umgang mit dem Menschen gewohnt sind,
kénnen mittels einer 8 mm Biopsie-Hautstanze (Fa. Stiefel, bezogen tber Fa.
Lehnecke, Schortens) hinter dem Ohr unter lokaler Andsthesie nach der Methode
von Walzer (Walzer, 1998) entnommen werden. Bei den ubrigen Tieren wird die
Biopsie mit einer Markierzange fUr Rinder oder Schweine, die extra leichigéngig und
sehr scharf ist, aus dem Ohr gestanzt. Diese Methode hinterlant zwar ein ca. 8 mm
groBes Loch oder eine ca. 1 cm lange Kerbe im Ohr, aber sie ist extrem schnell und

funktioniert auch bei Tieren, die kaum an den Menschen gewdhnt sind, sehr gut.
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3.2.2 Probenkonservierung

Blut:

Blutproben wurden in EDTA Réhrchen gesammeit und sofort bis zur Verwendung bei
- 20 °C tiefgefroren.

Gewebe:

Die Gewebeproben wurden in 70 % Ethylalkohol konserviert und im Kihlschrank bei
+ 4 °C gelagert oder bei - 20 "C/ - 80 "C tiefgefroren.

3.2.3 Probenmaterial und untersuchte Tiere

Die Studie umfaBt Blut- und Gewebeproben von 69 WeiRen Nashérnern der Unterart
Sudliches WeiBes Nashorn (Ceratotherium simum simum) aus verschiedenen euro-
paischen Zoos, die dem Européaischen Erhaltungszucht-Programm angeschlossen
sind (EEP) und fir die ein international gefiihrtes Zuchtbuch besteht (Gélthenboth &
Ochs, 1995/87/99), d. h. ihre Herkunft und Verwandtschaftsverhdltnisse sind
weitgehend bekannt. Diese Gruppe beinhaltet Tiere unterschiedlicher Herkunft, von
denen angenommen wird, daf3 sie nicht miteinander verwandt sind sowie 4 Familien:
Beekse Bergen, Hodenhagen, Minster und Whipsnade (Bild 6 bis 9). Von einer
Wildtierfarm aus Stidafrika sind weilere Gewebeproben von 56 Tieren dieser Unterart
in der Studie vertrelen (Anhang). Hierbei handelt es sich um 13 Kihe mit ihrer
Nachzucht sowie 5 als Vatertiere in Frage kommende Bullen. Uber die Verwandt-
schaft und Herkunft der Gbrigen Nashdrner auf dieser Farm ist nichts bekannt.

Von der seltensten Unterarl, dem Nordlichen WeiBen Nashorn, konnlen 5 Proben
gesammelt werden. Hierbei handell es sich um einen Bullen mit 3 Nachkommen,
davon 2 Vollgeschwister und ein Halbgeschwister, sowie ein Tier, das nicht mit den
Ubrigen verwandt ist (Anhang).

Als Vergleichsgruppen wurden Proben von Spitzmaulnashérnern (Diceros bicornis)
und von Indischen Panzernashornern (Rhinoceros unicornis), firr die ein separates
Zuchtbuch gefihrt wird (Studer, 1998), aus verschiedenen europdischen Zoos auf
die genetische Distanz zum Breitmaulnashorn hin untersucht und getestet, ob die

Primer ebenfalls fir diese Arten Polymorphismen ergeben.




Bild 6: Familienstammbaum der stdlichen Breitmaulnashérner aus der Familie
Beekse-Bergen:

g

068 (0076/ Balthazar)

062 (0224/ Pacha) 005 (0021/ Oscar) 061 (0025/ Nelly)
070 (1203/ Dounia)
364 (0835/ Karlijn) 067 (10097 Mirjam) 069 (1064/ Huubke)
009 (0767/ Noelle) 065 (0938/ Ansije) 029 (0316/ Floris) 050 (1048/ Smoske)

Labornummer (Internationale Zuchtbuchnummer/ Hausname)

O = weibliches Nashorn
D = mannliches Nashorn

E = keine Probe in der Studie vorhanden

i i O Familie
Bild 7: Familienstammbaum der stidiichen Breitmaulnashémer aus der

Hodenhagen:

O ] —0

015 (0494/ Doris) | 014 (0491/ Charly) 016 (04986/ Molly)

b o

021 018 017 019 . Mﬁwm\ Norma)
(0057/ Maria) (1004/ Sato) (0951/ Martin) (1043/ Jessika2)

Bild 8: Familienstammbaum der sadlichen Breitmzulnashdrmer aus der Familie
Munster:

[

O

023 (0403/ Natala
022 (0340/ Joseph) { )

024 (08127 Emily) 025 (0854/ Vicky)

026 (0967/ Emmi)

ve

uefunyonsiejun suobig

€



Bild 9: Familienstammbaum der sidlichen Breitmaulnashdmer aus der Familie

Whipsnade: i

S}

(0139/ Kruger) (0097/ Floozie)

O— ) O

) 049
033 (0105/ Caroline) (0089/ Gingi.) 034 (0329/ Trio) 037

AW (1011/ Nsiswa)

036 (0654/ Clara) 008 (0770/ Tag) 041 (B.4.97/ Nsiwa) 040 (1

[
057 (0343/ Bort) 059 (0907/ Gingabelle) 039 042 027

(1047/ Makoubu) (0868/ Kiriy  (0974/ Harry)

060 (1183/ Banjari)

0

007 (0651/ Gabi) 043 (0856/ Sula)

038 (0967/ Mikumi)

171/ Namakula)

T _— P L e - -

Bild 10: Familienstammbaum der Spilzmaulnashérner aus der Familie Berlin West:

0347

105 (0546/ Kumi)

| o— 0 ®
101 (0240/ Mzima) 104 (0009/ Kibo) 100 (0220/ Kilaguni) 0219
106 (0610/ Ndugu) 107 (0673/ Sukari)
102 (0366/ Ine)
O = waeibliches Nashorn
D = mannliches Nashorn

keine Probe in der Studie vorhanden

2l

Labornummer (Internationale Zuchtbuchnummeri Hausname)

uabunyonsioiun auebiy

A5
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Bild 11: Familienstarnmbaum der Spitzmaulnashérner aus der Familie Dvur Kralove 1:

%]
0431

l

117 (0619/ Elba)

113 (0260/ Cody)

l

115 (0540/ Sauron)

O
109 (0282/ Sali)

Bild 12: Familienstammbaum der Spitzmaulnashémer aus der Familie Dvur Kralove 2:

%l
o172

0l
110 (0268/ Isis)

|

—O—
108 (0175/ Jimmi)
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Jt
0277

114 (04561 Jaga)

118 (0541/ Jiddah)
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Bei den untersuchten Spitzmauinashérnern handelte es sich um 20 Tiere der

Unterart Ostafrikanisches Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis michaeli), die aus den

beiden Familien Berlin West und Dvur Kralove bestehen (Bild 10 bis 12).

Von Indischen Panzernashérnern konnten 6 Proben in Zoologischen Garten

gesammelt werden, von einer Kuh und einem Bullen mit ihrem Nachkommen, vom

Vatertier des Bullen und 2 unverwandten Tieren (Anhang). Auch flr diese Art

existiert ein internationales Zuchtbuch (Studer, 1998).

Die Informationen, die zur Erstellen der Stammbdume nodtig waren, wurden

freundlicherweise von den Zoologischen Géarten und den Zuchtbuchhaltern zur

Verfagung gestellt, wofar ich mich herzlich bedanke.

Tabelle 2: Ubersicht {iber das Probenmaterial;

Tierart/ Unterant Kurzform  Herkunft Anzahi der
Proben

Sudliches Breilmaulnashorn Css Zoologische Garten 69
(Ceratotherium simum simum) Europa

Sudliches Breitmaulnashorn Csw Wildtierfarm 56
(Ceratotherium simum simum) Sidafrika

Ndrdliches Breitmaulnashorn Csc Tierpark Dvur 5
(Ceratotherium simum cotton) Kralove

Oslafrikanisches Spitzmauinashorn Db Zoologische Garten 20
(Diceros bicornis michaetli) Europa

Indisches Panzernashorn Ru Zoologische Garten 6

{Rhinoceros unicornis)

Europa
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3.2.4 DNA Isolierung

Phenolextraklion aus Blut:

Die Blutprobe wurde bei Raumtemperatur aufgetaut und 1 ml davon in ein Eppendorf
Tube Gberfihrt und fir 1 Minute bei 15.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgekippt und das Leukozytenpellet mit 1 ml TE Puffer
gewaschen, wieder zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Diesen Schritt
wiederholte man mehrfach, bis das Pellet keine rote Farbe mehr zeigte. Es wurde
200 yl Lysis-Puffer (Anhang) und 10 pl Proteinase K (10 mg/ ml) zugegeben und die
Leukozyten wurden ca. 2 bis 3 Stunden in den Thermaschittler bei 55 bis 62 "C
gestellt, um die Zellmembran der Leukozyten zu denaturieren. Danach wurde 200 ul
Phenol zugegeben und es wurde vorsichtig 3 Minuten lang mit der Probe gemischt.
Nachdem 3 Minuten bei 15.000 Umdrehungen zentrifugiert wurde, wurde der
Uberstand abpipettiert und in ein neues KunststoffreaktionsgefaB Uberfahrt. Dieser
Schritt wurde ein weiteres Mal mit 200 p! Phenol/ Chloroform Gemisch und 200 pl
Chloroform wiederholt. Die DNA wurde mit 30 pl 3 M Natriumacetat und 600 pl
100 % Ethanol ausgefallt, ausgefischt und in einem neuen Kunststoffreaktionsgefal
mit 70 % Ethanol gewaschen. Die DNA wurde schlieBlich an der Luft bei Raum-
temperatur getrocknet, mit 50 yl Aqua bidest aufgeldst und photometrisch bei einer

Wellenlange von 260 ausgemessen.

Phenolextraklion aus Gewebe.

Ein kleines Stiickchen Gewebe (ca. 100 mg) wurde mit dem Skalpell zerkleinert und
in 500 pl Lysis Puffer (Anhang) und 100 pl Proteinase K (10 mg/ ml) tber Nacht im
Thermomixer bel ca. 58°°Cinkubiert. Nachdem die Zellwande lysiert waren, wurde
500 pl Phenol zugegeben, mit der Probe vermischt und 3 Minuten bei 15.000
Umdrehungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues
Kunststoffreaktionsgefan Gberfihrt. Dieser Schritt wurde ein weiteres Mal mit Phenol,
zweifach mit 500 p! Phenol/ Chloroform Gemisch und einmal mit 500 pl Chloroform
durchgefihrt. Die DNA wurde mit 35 pul 3M Natriumacelal und 800 pl 100 % Ethanol
ausgefallt und 3 Minuten bei 15.000 Umdrehungen zentrifugierl. Der Uberstand

wurde abgekippt und die Probe wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, ein weiteres

Eigone Untersuchungen a1

Mal 3 Minuten bei 15.000 Umdrehungen zentrifugiert und der Uberstand ab-
genommen. Das DNA-Pellet wurde schlieflich an der Luft bei Raumtemperatur

getrocknet, mit 50 pl Agua bidest aufgeldst und photometrisch ausgemessen.

3.2.5 Restriktion

Die genomische DNA wird mit Hilfe von Restriktionsenzymen, die nur an ganz
beslimmien Stellen die Doppelhelix zerschneiden, verdaut. Das Enzym Tagl hat als
Zielschnittstelle ein Tetranukleotid, d. h. wenn man annimmt, dafi diese Schnittstelien
gleichmaBig Ober das Genom verteilt sind, schneidet es alle 4* Nukleotide und sorgt
so dafiir, daB viele kieine Fragmente entstehen, die gut amplitiziert werden. Um nicht
zu viele Fragmente in der PCR-Reaktion zu erhallen, wird EcoRl, das ein
Hexanukleotid als Zielschnittstelle hat, als selten schneidendes Enzym eingesetzt,
das nur alle 4° Nukleotide schneidet (Maniatis et al., 1982). Da vorwiegend
Restriklionsfragmente mit zwei verschiedenen Schnittstellen amplifiziert werden,
hangt die Anzahl der Fragmente von der Anzahl der Restriktionsstellen des selien

schneidenden Enzymes ab.

Restriktionsenzyme (New England Bio Labs, Schwalbach/ Taunus):

EcoRl 5 GTAATTC 3
C TTAALG

Taq | 5 TTCGA 3
AGClT
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Folgendes Protokoll wurde zum Ansatz der Restriktion pro Probe verwendet:

Volumina in p!

DNA 250 ng/Tier 2
Taq | (100 U/ul) 15U 0.15
BSA (1pg/ul) 1.25
10x RL 25
H.O 19.1

Gesamtvolumen: 25.0

EcoRl (20 U/ul) 20U 1
BSA (1pg/yl) 0.76
10x RL 1.5

H.O 11.75

Gesamtvolumen: 15.0

Es wurde in einem 1.5 ml Kunststoffreaktionsgefan eine Stocklésung aus 19.1 pl
Aqua bidest, 2.5 pl Restriktions-/ Ligationspuffer (RL) (Anhang), 1.25 ul Bovinem
Serumalbumin (BSA) und 0.15 pi des Restriktionsenzymes Taq! pro Probe
hergestellt. Es wurden 2 pl DNA (500 ng) jedes Tieres einzeln in beschriftete 0.5 t
Kunststoffreaktionsgefal3 pipettiet und 24 pl der Stocklésung dazugegeben. Der
Restriktionsansatz wurde mit einem Tropfen Mineral6l abgedeckt und bei 65°C far 2
Stunden inkubiert. Da die optimale Inkubationszeil des Restriktionsenzymes Taq |
wesentlich hoher liegt als bei Eco RI, wird die Stockldsung bestehend aus 1 pi des
Restriktionsenzymes Eco R, 0.75 pl BSA, 1.5 gyl RL und 11.75 ul Wasser erst nach
der Inkubationszeit von 2 Stunden bei 65 °C zum Gesamtansatz zupipettiert und fir

weitere 2 Stunden bei 37 °C verdaut.
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3.2.6 Ligation

Fur den Ligationsansatz wurden folgende Primersequenzen und Konzentrationen der
Adaptoren verwendet, welche genau auf die Schnittstellen der Restriktionsenzme

passen:

ECOAD:
+ EHADIBio 5'y CTC GTA GAC TGC GTACC'-3'
e« AFLPEC.Db 5'- AAT TGG TAC GCA GTC TAC - 3

EHADI Bio + AFLPEC. b
» jeweils 10 pmol/ yl = EcoAD

TQAD:

e« TaAD15'- GAC GAT GAGTCCTGAC - 3'
+ TaAD25'-CGG TCA GGA CTC AT - 3'
TaAD1 + TaAD2

» jeweils 70 pmol/ yl = TQAD

Es wurde nach folgendem Arbeitsprotokoll gearbeitet:

pro Reaktion in pi

EcoAD (10 pmol/pl) 1
TQAD (70 pmol/pl) 1
BSA (1ug/ul) 0.5
ATP (10 mM) 1
10x RL 1
T4 DNA-Ligase 0.5
HO 5.0

Gesamtvolumen: 10.0
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Die Bio-Adaptoren EcoAD und TQAD wurden vor Gebrauch fir 5 Minuten auf 95 °C
erhitzt und 20-30 Minuten danach bei Raumtemperatur stehengelassen, damit sie
wieder abkihlen kdénnen. Es wurde pro Reaktionsansatz eine Stocklosung aus
jeweils 1 pl der Adaptoren EcoAD und TQAD, 0.5 pl BSA, 1 ul ATP, 1 pl RL-Puffer
und 5.0 ul Aqua bidest hergestellt, der 0.5 yl T4 DNA-Ligase zugesetzt wurde.
Dieses Volumen von 10pl wurde dem Restriktionsansatz zugeben (25p! + 15pl + 10pi
= 50pl ) und bei 37 °C fir 4 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben
noch mindestens 4 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen (besser (ber
Nacht bei Raumtemperatur). Nach dieser Zeit wurde der 50ul Reaktionsansatz mit
450 p! AFLP-Verdinner auf ein Volumen von 500 pl Restriktions-/Ligations-Template

verdunnt und bei 4 °C im Kihlschrank aufbewahrt.

3.2.7 Praamplifikation

Wéhrend der Praamplifikation wird mit Hilfe von selektiven AFLP Primern erreicht,
daB nur ein Teil der Restriktionsfragmente durch die PCR vervielfiltigt wird. Diese
AFLP Primer besitzen ein zusatzliches Basenpaar am 3° Ende, das in das

Restriktionsfragment hineinragt.

Hierflir wurden folgende jeweils zu den verwendeten Bio-Adaptoren und Enzym-

restriktionsstellen passende Primer verwendet:

Primer EcoRI: EO1 5-GAC TGC GTACCAATTCA-3
Primer Taq!: TO1 5°- GAT GAG TCC TGACCG AA -3
T02 5°- GAT GAG TCC TGA CCG AC - 3'
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Es wurde fir die selektive Amplifikation folgender Reaklionsansatz pro Tier in pi

angeselzt;
Volumina in pl

RL-Template 5

EO1 1
TO1/T02 1
DNA-Polymerase (2 U/ul) 0.25
dNTP (10 mM) 0.5
Puffer 10x 2
H,O 10.25

Gesamtvolumen: 20.00

Pro Probe wurde ein Polymerase Pramix aus 10.25 pl Aqua bidest, 2 yl PCR Puffer,
0.5 pl dNTP, 0.25 pl DNA Polymerase (Finnzymes, Espoo, Finnland) und 1 p! der
Primer EO1 und TO1 oder T02 hergestelll und auf Eis gesetzt. Dieser Ansatz von
20 pl je Probe wurde in ein 0.5 mi Kunststoffreaktionsgefaf pipetiert und jeweils 5 pl
des Templales aus der Restriklions-/Ligationsreaktion hinzugefiigl. Jede Probe
wurde mit 1 Tropfen Ol iberschichtet und in den PCR Thermocycler gestellt. Der
Thermocycler hatte folgende Programmierung:

1x 94 2 30x 94" 30" 1x 72° 10
56° 1 40° &
72° 2

Wahrend der PCR Reaktion erfolgt der erste Denaturierungsschritt zur Auftrennung
des DNA-Doppelstranges in die beiden Einzelstrange bei 94 °C fiir 2 Minuten, dann
erfolgt jeweils eine Denaturierung bei 94 °C fir 30 Sekunden, die Anlagerung der
Primer (Annealing) bei 56 "C fir 1 Minute, die Kettenverlangerung bei 72 °C fiir 2
Minuten wahrend 30 Zyklen, anschlieBend kommt es in 10 Minuten bei 72 °C zur

vollstandigen Kettenverldangerung und Abkihlen auf 40 °C fir 5 Minuten.

Nach der Reaktion wurden die 20 pl Reaklionsansatz mit 180 pi AFLP-Verdinner
gemischt und die Proben bei 4 °C im Kuhischrank aufbewahn.
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3.2.8 Selektive Amplifikation
Far die seleklive Amplifikation wurden folgende Primerkombinationen mit 3
selekliven Basenpaaren verwendet, die eine weitere Reduktion der Fragmente

bewirken:

Primer EcoRI*

(IRD gelabelt): EO1 5- GAC TGC GTACCAATTCA-3'
E32 5- GAC TGC GTACCA ATT CAAC-3
E33 5- GAC TGC GTA CCA ATT CAAG- 3'
E35 5°- GAC TGC GTA GCA ATT CAC A- 3
E38 5°- GAC TGC GTACCAATT CAC T- 3
E39 5°- GAC TGC GTA CCA ATT CAG A- 3'
E42 5-GACTGC GTACCAATTCAGT-3
E44 5°- GAC TGC GTA CCA ATT CAT C- 3
E45 5°- GAC TGC GTACCAATT CATG- 3

Primer Taqgl: To1 5’- GAT GAG TCC TGACCG AA - 3
T02 5°- GAT GAG TCC TGACCG AC - &'
T32 5°- GAT GAG TCC TGA CCG AAAC -3
T33 5°- GAT GAG TCC TGA CCG AAA G- 3
T35 5'- GAT GAG TCC TGACCG AAC A -3
T38 5°- GAT GAG TCCTGACCGAACT- &
T48 5°- GAT GAG TCC TGA CCG ACA C-3'
T49 5°- GAT GAG TCC TGA CCG ACA G- 3
T50 5°- GAT GAG TCCTGACCG ACA T-3
T48 5’- GAT GAG TCC TGA CCG ACC A-3'
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3.2.8.1 Auswahl der Primer

Die Vorauswertung der Banden und Selekiion der Primer erfolgte mit 6 nicht
verwandten Tieren aus Zoologischen Géarten und der freien Wildbahn der Unterart
Sidliches Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum simum): Labormmummer 001, 002,
004, 022, 203, 204. Diese Nashdérner wurden ausgewahit, da es sich hier um den
Hauptanteil im Probenmaterial handelt und da speziell fir diese Unterart ein
Abstammungsnachweis durchgefiihrt werden sollte. Um eine mdoglichst gro3e Anzahl
der moglichen Allele dieser Spezies zu erfassen, wurden nicht verwandte Tiere von
verschiedenen Herkunfisorten ausgewdhlt, da nicht verwandte Tiere auch weniger
gemeinsame Banden aufweisen als verwandte Tiere und somit mehr polymorphe
Banden zeigen. Die Banden wurden auf ihre Auswerlbarkeit sowie auf auftretende
Polymorphismen hin untersucht. Es wurden schlielich die Primerkombinationen fir
die Versuche ausgewdhll, die die meisten Polymorphismen zwischen den Tieren
zeigten und welche die strksten und deutlichsten Banden aufwiesen. Diese Banden
lieBen eine gute Reproduzierbarkeit erwarten (Tabelle 3). Es wurde darauf geachtet,
daf3 die Polymorphismen auf alle Tiere verteilt aufiraten und nicht nur bei einem
Einzeltier, da z. B. Nummer 022 haufig zusatzliche Banden aufwies. Zur

Ubersichtlichkeit wurden die Primerkombinationen von NO1 bis N64 durchnumeriert.

Wie in Tabelle 3 zu sehen ist, wurden die 12 dunkel und mit einem Ausrufezeichen
markierten Primerkombinationen N0O2, NO3, NO4, N10, N25, N26, N27, N28, N41,
N52, N57 und N59 als beste Primer fUr das Sudliche Breitmaulnashorn, der gréten
Gruppe in dieser Studie, ausgewéhlt und fur die gesamte Anzahl der Nashdrner aus
allen Populationen ausgewertet. Von Primerkombination N35, die in Tabelle 3 etwas
heller markiert ist als die anderen verwendeten Primerkombinationen, wurden nur 2
Marker verwendet, um die Ergebnisse des Abstammungsnachweises fir die Wild-
population Stidlicher WeiBBer Nashérner der Thaba Tholo Game Farm zu verbessern.
Die hellmarkierten Primerkombinationen N0Og, N11, N12, N18, N22, N30, N51, N61,
N62 und N64 wéren ebenfalls in der engeren Wahl gewesen. Sie hétten benutzt
werden kénnen, um noch genauere Ergebnisse im Abstammungsnachweis oder bei
der Berechnung der genelischen Distanzen zu erhalten. Fir die hier gestellle

Fragestellung reichen die verwendeten Marker aber aus.
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Tabelle 3; Ubersicht {ber die 64 gelesteten AFLP-Primerkombinationen:
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Pro Probe wurde aus 10.25 pl destillietem Wasser, 2 ul PCR Puffer, 0.5 pl dNTP,
0.25 pl DNA- Polymerase, 1 pl des IRD (Infrared Dye) markierten Primers E + NNN*
(15 ng/ul) und 1 pl des nicht markierten Primers T + NNN (30 ng/ul) ein Pramix
hergestellt und auf Eis gesetzt. Das Volumen von 20 p! Prdmix pro Probe wurde
jeweils in ein 0.5 ml Tube GberfGhrt und mit 5 pl Template aus der selektiven
Amplifikation gemischt. Die Proben wurden mit 1 Tropfen O! berschichtet und in

den Cycler gestellt. Der Cycler hatte folgende Programmierung:

EcoRl/ EO1 |EO1 |EO1 |EO1 |[EO1 [EO1 |[EO1 |EO1
Taq| E32 /|E33/ |E35/ (E38/ |E39/ |E42/ |E44/ |E45/
AAC* |AAG* |ACA* |ACT* |AGA* |AGT* |ATC"
TO1 NO1 Nog " |N17 N33 N49
T32/AAC |6 8 |4 5 i ©
TO1 N8 N34 [N42 [N50 |N58
T33/AAG 10% 3 4 5 7
TO1 N1 |N19 NABT| Na3 | NBT
T35/ ACA 0. |6 e 7 9
T01 Ni2 *IN20 N36  [N44 N60
T38/ACT b S 3 3 6
T02 NO5 [N13  [N21  [N29 |[N37 |N45 [N53  |N81
T48/CAC |4 3 3 4 5 6 6 11
T02 NO6  |N14  [N224[1IN30F [N38 [N46 |N54 | N62
T49/CAG|7 |5 oM, Uses 3 5 3 10
T02 NO7 [Ni5 [N23 [N31 N39 [N47 |N55 |N63
T50/ CAT |6 4 4 3 0 0 3 7
To2 No8 [N16 [N24 [N32 |N40 [N48  |N56  |Ned
T51/CCA |3 4 1 2 2 0 4 9

In Tabelle 3 werden die gefundenen Polymorphismen fiir 6 nicht verwandte Breitmaul-
nashdmer angegeben. Die In der Studie verwendeten Primorkombinationen sind mit einem
Ausrufezelchen versehen und dunkel marklert, andere in Frage kommende Primer-

kombinationen sind hell markiert.

Far den Reaktionsansatz pro Primerkombination wurde folgendes Arbeitsprotokoll

verwendet:
Volumina in pl

Pra-Amplifikation 5
Primer E + NNN* (15 ng/ul) 1
Primer T + NNN (30 ng/pl) 1
DNA-Polymerase (2 U/pl) 0.25
dNTP (10 mM) 0.5
Puffer 10x 2
H,O 10.25

Gesamtvolumen: 20.00

1.) 4) 6.)
2x  94° 71 3x  94° 30 1x  94° 30
65° 30" 62° 30 58° 30"
72° 130" 72° 130" 72° 130"
2) 5.) 94° 30"
2x  94° 30" 1x  94° 30" 57° 30"
64° 30" 61° 30" 72° 1'30"
72° 130" 72° 130" 7)
3) 94° 30" 24x  94° 30"
3x 94° 30" 60° 30" 56° 30"
63° 30 72° 130" 72° 130"
72° 130" 94° 30 8.)
59° 30 x 72° 3
72° 130" 40° 5

Wihrend der PCR Reaktion erfolgt der erste Denaturierungsschritt zur Auftrennung
des DNA-Doppelstranges in die beiden Einzelstrange bei 94 °C fir 1 Minuten, dann
erfolgt die Anlagerung der Primer (Annealing) bei 65 “C fir 30 Sekunden, die Ketten-
verlangerung bei 72 °C fur 1,5 Minuten, wahrend 2 Zyklen, anschlieBend werden
weitere 2 Zyklen auf dieselbe Weise mit einer Annealing Temperatur von 64 °C
programmiert, 3 Zyklen mit einer Annealing Temperatur von 63 °C und 62 °C und
jeweils 1 Zyklus mit Absteigender Annealing Temperatur von 61 °C bis 57 °C, worauf
24 Zyklen mit einer Annealing Temperalur von 56 °C folgen. Am Ende kommt es in 3
Minuten bei 72 °C zur vollstidndigen Kettenverlangerung und es wird fir 5 Minuten
auf 40 °C abgekihlt,
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For die Auftrennung im LICOR DNA-Sequencer wird den Proben jeweils 10 pl
Formamid + Blaupuffer zugegeben. Bevor die Proben auf das Polyacrylamidgel
aufgetragen werden, werden sie fir 3 Minuten bei 95 °C denaturiert und sofort auf

Eis gestellt, um die Fragmente einzelstrangig zu haben.

3.2.9 MefBgerat

Die Messungen wurden auf einem LI-COR DNA Sequencer Model 4000L, vertrieben
durch die Firma MWG Biotech, Ebersberg, durchgefiihrl. Die amplifizierten
Fragmente wurden Gber ein 0,25 mm dickes und 25 cm langes, denaturierendes
Polyacrylamidgel nach BasenpaargroBen elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Auftrennung erfolgte in etwa proportional zum Molekulargewicht der DNA-Fragmente
(Mertes et al., 1997). Die Fragmente sind mit einem Infrarot-Farbstoff markiert (infra
red dye, IRD). Sie werden, nachdem sie die gesamle Lange des Gels durchwandert
haben, am unteren Ende des Gels mittels einer Laserdiode gemessen. Die Daten
wurden im zum LI-COR gehérenden Computerprogramm Base ImagelR, Version 4.0
automatisch gespeichert.

For die Elektrophorese wurde 1x TE Puffer verwendet, welcher sich in 2 Behdltern
befindet, die oberhalb und unterhalb des Gel befestigt sind. Es wurde eine Spannung
von 1100 V angelegt, bei einer Stromstérke von 37 mA und einer Leistung von 40 W.
Das Gel wurde wahrend des Laufes konstant bei einer Temperatur von 50 °C

gehalten, und es wurde mit ca. 12 Frames gemessen.

7usammensetzung des Acrylamidgels (25 cm/ 0,25 mm):

Sequagel XR (6 %) 30 ml
Sequagel Puffer 7,5 ml
DMSO 400 pl
APS 10 % 300 pl
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3.2.10 Auswertung

3.2.10.1 Dominanz

AFLP Marker sind, genauso wie RAPD Marker, fir gew6hnlich dominant, d. h.
Banden kénnen nur als vorhanden oder fehlend gewertet werden (Milbourne et al.,
1997; Mueller & Wolfensbarger, 1999). Dies bedeutet, daf heterozygote Tiere nicht
von Homozygoten unterschieden werden konnen. Einzelliere kdnnen nur dadurch
unterschieden werden, daf ihnen an bestimmten AFLP Loci Banden fehlen oder
diese Banden vorhanden sind. Gemeinsame Banden lassen hier aut einen
gemeinsamen Ursprung des Markers schlieen. Der Verlust einer Bande hingegen
kann verschiedene Ursachen haben, wie z. B. eine Mutation im Bereich der
Restriktionsstelie oder der selektiven Nukleotide, d. h. er zeigt, daB Variabilitat
vorhanden ist. Im Vergleich zu codominanten Markern, wie z. B. RFLP oder
Mikrosatelliten, ist der Informationsgehalt der AFLP Polymorphismen wesentlich
geringer. Dieser geringere Informationsgehalt kann jedoch fur die statistische
Auswertung durch dic gro3e Anzahl amplifizierter AFLP Marker pro Reakliun und
durch eine groflere Probenanzahl ausgeglichen werden. Um eine stalistisch
aussagekraftige Anzahl von Markern zu erhalten, missen mehr dominante Loci
ausgewerlel werden, als dies fir codominante der Fall wére (Bild 13), d. h. es sollten
je nach Frequenz mindestens 50 Marker verwendet werden und Loci, die bei weniger
als 3 Tieren den Phanotyp O zeigen, enifernt werden (Sharbel, 1999). Zeigen bei 50
Tieren nur 3 Tiere den Phinotyp 1, ist es sehr wahrscheinlich, daf} diese Tiere im
Genotyp heterozygot sind. Die Frequenz des rezessiven Locus p wird somil sehr
klein, so daB auch hier die statistische Aussagekraft dieser Marker nur sehr gering

ist.

3.2.10.2 Codominanz

Codominante Marker ermoglichen die Unterscheidung fir ein Merkmal zwischen
homozygoten und heterozygoten Tieren. Durch definierte Reaktionsmethoden in
Kombination mit technischen Verbesserungen im Bereich der Datenverarbeitung,
Messung und Sichtbarmachung der AFLP Proben, wurde es mdglich, auch

quantitative Aussagen zu treffen. So kann in Abhdngigkeit vom Mef3-System auch fur




62

AFLP bei einer Bandenintensitit (Peakhdhe) von 50 % im Vergleich zu
Homozygoten eine Aussage Uber heterozygote Tiere gemacht werden. Dies wird
mdoglich, da Unterschiede in der DNA Konzentration am Anfang keine unter-
schiedlichen Ergebnisse bei der Messung der AFLP Banden am Schiu3 ergeben, da
der markierte Primer volistandig aufgebraucht wird. Es muB jedoch ausgeschlossen
werden, daf Unterschiede in der Bandenintensitéat durch das Experiment selbst oder
durch Schwankungen des MeBgerdtes entstehen. So sollten sich fiir den AFLP
Locus eines diploiden Organismus 3 verschiedene, genau mefbare Stadien der
Bandenintensitdt ergeben, doppelt fir den Genotyp 1/1, einfach fir 0/1 und null fur
0/0 (Sharbel, 1999; Vos & Kuiper, 1997). Mit dem in dieser Studie verwendeten
Mefgerat LI-COR DNA Sequencer und der verwendeten Software erscheint eine
quantitative Detektion der Banden derzeit problematisch. Detaillierte informationen
Uber die Stammb&ume und Verwandtschaftsverhdlinisse der untersuchten Tiere
kébnnen es ebenfalls ermdéglichen, AFLP Marker als codominanie Marker
auszuwerten und somit eine genauere Schitzung der Allelfrequenz zu erzielen
(Ajmone-Marsan et al., 1997; Krauss, 1999; Mueller & Wolfensbarger, 1999). Fur
Nashdrner liegen diese Informationen leider nicht vor,

3.2.10.3 Programme

« Base Image IR 4, LICOR, Vertrieb iber MWG Biotech, Ebersberg

¢ RFLPscan Plus-Version 3.0, Scanalytics, Vertrieb iber MWG Biotech, Ebersberg
« CYRILLIC 1.13 pedigree editor

o PHYLIP (Felsenstein, 1993)

* Tree View (Win 32) 1.52 (Page, 1998)

» Fortran, zwei speziell fir diese Arbeit programmierte Auswertungsprogramme

(Medjugorac, 2000; nicht publizierte Arbeit)

3.2.10.4 Standard

Das Sequenziergerd!l erkennt infrarotfluoreszierende Fragmente (IRD). Um diese
definierten GrdBen zuordnen zu kdnnen, wird fir die Proben ein externer Langen-

standard mit genau definierten infrarotfluoreszenzmarkierten Fragmenten benétigt.
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Der hier verwendete Standard wurde mit dem Farbstolf IRD 800 (MWG Biotech,
Ebersberg) markiert. Miltels einer PCR wurden 23 IRD-markierte Fragmente genau
definierter L&nge im Institut fir Tierzucht der Tierdrztlichen Fakultit hergesteltt,
Grundlage dieser Fragmente bildele DNA des Phagen M13MP18 mit den folgenden
Primersequenzen:
Fragmentlange Primersequenz Gruppe 1:
50 bp (49 bp)
75 bp (74 bp)
100 bp (99 bp)
105 bp (104 bp)
120 bp (119 bp)
145 bp (144 bp)
175 bp (174 bp)
200 bp (199 bp)
204 bp (203 bp)
230 bp (229 bp)
255 bp (254 bp)
300 bp (298 bp)
325 bp (324 bp)
350 bp (349 bp)

5°- GCG GAT AAC AAT TTC ACA - 3'
5- GCT CGT ATG TTG TGT GGA - 3°
5-CCAGGC TTTACA CTT TAT- 3'
5’- GCA CCC CAG GCT TTA CAC- 3
5°- TAG CTC ACT CAT TAG GCA- 3'
5’- TGA GCG CAA CGC AAT TAA- 3"
5’ CGA CAG GTT TCC CGA CTG - 3'
5'- GGC CGA TTC ATT AAT GCA- 3°
5- CGT TGG CCG ATT CAT TAA- 3¢
5°- CAA TAC GCA AAC CGC CTC- 3'
5°- TGA AAA GAA AAA CCA CCC- 3'
5'- AGG GCC AGG CGG TGA AGG - 3'
5°- GTG GAC CGC TTG CTG CAA- 3'
5-TTT TCG CCT GCT GGG GCA- 3'

Gegenprimer:

POS G212 5- GAATTC GTA ATC ATG GTC ATA GCT GT - 3'
Der IRD-800 markierle Gegenprimer zu den Primern der ersten 14 Fragmente
(Gruppe 1) heiBt POS G212 und wurde von MWG Biotech, Ebersberg, hergestellt.
Der Gegenprimer der restlichen 10 groBen Fragmente (Gruppe 2) ist der IRD-800
markierte Primer -49-Reverse, der ebenfalls von MWG Biotech hergestelit wurde.
Damit ergeben sich 24 Standardfragmente, die den Bereich von 50 bis 838 Basen-
paaren abdecken.
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Fragmentldnge Primersequenz Gruppe 2:

375 bp 5-TCG TAACCGTGCATCTGCCAGTITG-3'
425 bp 5°-'ACG GCG GAT TGA CCG TAA TGG GAT A-3'
460 bp 5’- CGA GTA ACA ACC CGT CGG ATTCTC- 3

500 bp 5- GGC CTT CCT CTAGCCAGC TTT CATC-3'
510 bp 5°- ATT CGC GTC TGG CCT TCC TGT AG- 3

544 bp 5°- CAT TTT TTA ACC AAT AGG AAC GCC ATC - 3
635 bp 5'- CCC AAA AAC AGG AAG ATT GTATAA G- 3'
693 bp 5°- CGG TAATCG TAA AAC TAG CAT GTC- 3'

785 bp 5- TTAATG CCG GAG AGG GTAGCTA -3'

838 bp 5'- CGG AGA CAG TCA AAT CAC CAT CA- &'

Gegenprimer:
-49-Reverse 5°- GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG*

Folgendes PCR-Protokoll wurde fir den Standard verwendet:

Puffer 1x (Sigma, Deisenhofen)
dNTP 200 pM (Peglab, Erlangen)
MgCl, 1.5mM (Sigma, Deisenhofen)
Primer je 0.5 uM

Taq-Pol 05U (Sigma, Deisenhofen)
M13MP18-DNA 50 ng (MBI Fermentas)

Temperaturzyklen des Thermacyclers:

1x 94 °C 4

3Bx 94°C 1
55 °C (far POS G212) 1* bzw. (fir -49-Reverse) 60 °C 1*
72°C 1

1x 72°C 7
4°C 5
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Die einzelnen PCR-Produkie wurden gemischt. Von den langeren Fragmenten von
375 bis 838 Basenpaaren wurde jeweils die doppelte Menge eingesetzt. Pro Probe
wurde 1 pl dieser Fragmenimischung als externer Langenstandard eingesetzt.

3.2.11 Populationsgenetische Auswertung

3.2.11.1 Anzahl der Allele und Allelfrequenz

Die Allelfrequenz wurde durch Auszahlen der rezessiven 0 Phanotypen bzw. der
0/0 Genotypen fir jede der 5 Populationen ermittelt. Die Frequenz des O Allels

berechnet sich nach Falconer (1984) aus dem rezessiven Genotypen ¢f als :

a=1q2

Diese Allelfrequenzenberechnung untersteht dem Hardy Weinberg Gesetz und setzt
ein Hardy Weinberg Gleichgewicht (HWG) voraus. Diese Annahme ist nicht immer
richtig, aber sie bietet die einzige Mdglichkeit, die Allelfrequenz dominanter Loci zu
berechnen. Die Allelfrequenz gilt hier als Grundlage fiur die Abschatzung aller
weiterer populationsgenetischer Parameter, Anhand der Allelfrequenzen der Einzel-
loci kann die durchschnitiliche Allelfrequenz der Gruppe berechnet werden, mit deren
Hilfe eine Aussage iber die erwartete genelische Variabilitit innerhalb der Gruppe
gemacht werden kann (Reeve et al., 1992).

Eine Bande wurde als ein Locus mit 2 Allelen betrachtet und Fragmente der gleichen
GroBe wurden als gleiches Allel gewertet. Es wurde davon ausgegangen, daB die
Segregation polymorpher Fragmente nach den Mendelschen Regeln erfolgt und dafB
fir die Nashornpopulation ein Hardy-Weinberg Gleichgewicht vorliegt.

Die Banden wurden visuell ausgewertet, wobei jede kiar erkennbare Bande als ein
dominanter Phanotyp mit 1 oder wenn nicht vorhanden mit O als rezessiver Phénotyp
bewertet wurde. Der dominante Phanotyp kann sowohl fiir den Genotypen 1/1 als
auch 1/0 stehen und er wird durch p ausgedrick!. Fir die innerartliche Auswertung
wurden nur die besten polymorphen Loci benutzt, die sich kiar voneinander
unterscheiden lieBen. Fir das Sudliche WeiBe Nashorn (n=125) wurden nur Loci

gewertel, die Ober die ganze Population verteill bei mindestens 3 Tieren den




Phanotypen 1 bzw. den Phanotypen 0 zeigten. Fur die Gbrigen Populationen wurden
alle polymorphen Loci gewertel. Die Banden, die innerhalb der Arten klar
differenzierbare Polymorphismen zeigten, wurden anhand eines externen Standards
BasenpaargréfB3en zugeordnet. Es wurden nur Banden ausgewertet, die sich klar
einer bestimmten Basenpaargréf3e zuordnen lieBen, um zu vermeiden, daf3 durch
leicht abweichendes Laufverhalten der Banden auf verschiedenen Gelen Fehler
auftreten, da sich die Basenpaargréfen auf verschiedenen Gelen teilweise um 1 bis
2 Fragmenilangen unterscheiden kénnen. In jeder Primerkombination wurden die
Marker nach der Primerkombination und den BasenpaargréBen der Banden, die

Polymorphismen zeigten, benannt.

3.2.11.2 Genetische Ahnlichkeit und Genetische Distanzen innerhalb

und zwischen Arten

Die Auswertung wurde in zwei Schritten durchgefihrt. Fir jede Nashornart und
Unterart wurden von 3 Tieren fUr alle 12 Primerkombinationen alle Banden zwischen
50 und 510 Basenpaargroflen ausgezdhlt. Danach wurde verglichen, wieviele
monomorphe und polymorphe Banden innerhalb der Art vorhanden sind und wie

viele Banden zwischen den Arten gleich oder voneinander abweichend sind.

Die genetische Ahnlichkeit (Gs) wird nach Nei & Li (1979) und Hill et al. (1996) wie

folgt berechnet:
Gs(ij)=Cij)yN(ij)

Gs beschreibt hier den Anteil der gemeinsamen Banden zwischen Individuum i und j
und ist somit Index fir die genetische Ahnlichkeit. C (i j) steht fir die Anzah! der
gemeinsamen Banden von Individuum i und j, N (i j) ist die Gesamtzahl der Banden,

die bei Individuum i und j festgestellt wurden.

Von jedem der 3 ausgewahiten Nashdrner jeder der 4 Arten und Unterarten wurden
die Banden fir alle 12 Primerkombinationen mit jedem anderen Nashorn innerhalb
der gleichen Art und zwischen den verschiedenen Arten verglichen. Fir jeden

Vergleich wurden C (i j) und N (i j) summiert. Aus der Summe, die sich innerhalb der

Eigene Untersuchungen 57

Art ergab, wurde der Ahnlichkeitskoeffizient fur jedes Arten-Paar und innerhalb der
Art berechnet. Zwischen allen Nashoérnern verschiedener Arten wurden die
gemeinsamen Banden zwischen den Tieren bestimmt und die Gesamizahl der
Banden lir jede Art berechnet und summiert. Aus der Summe aller Vergleiche
zwischen 2 Arten ergibt sich der Ahnlichkeitskoeffizient zwischen den Arten.

Der Ahnlichkeitskoeffizienten (Gs) kann einen Wert von 0 bis 1 annehmen. Ein Wert
von 1 bedeutel, dass vollkommene Gleichheit besteht und keine Polymorphismen
gefunden wurden. Ein Wert, der nahe bei 1 liegl, zeigt eine groBe genetische
Ahnlichkeit und somit ebenfalls einen hohen Grad an genetischer Verwandtschaft.
Ein niedriger Wert, der gegen den Wert 0 geht, bedeutet einen geringen Grad an
genetischer Ahnlichkeit. Bei einem Wert von 0 bestinde 0berhaupt keine

Gemeinsamkeil zwischen den untersuchten Tieren.

Aus dem Ahnlichkeitskoeffizienten (Gs) kann die genetische Distanz zwischen Tieren
unterschiedlicher Populationen und innerhalb einer Population berechnet werden.
Sie berechnet sich nach Nei & Li (1979) und Hill et al. (1996) aus dem negativen
Logarithmus von (Gs) als -In (Gs). Die genetische Dislanz kann theoretisch einen
Wert von 0 bis = annehmen. Wenn nur 1 Bande von 1000 Banden gemeinsam ist,
liegt -In (0.001) noch bei 6.9, so dal3 sehr viel hdhere Werte unwahrscheinlich sind.
Ein hoher Wert bedeutet hier eine grofe genetische Distanz, d. h. eine geringe
genetische Verwandtschaft.

Die Statistik fir genetische Distanzen ist nach Nei (1978) relativ unabhangig von der
Probenanzahl, wenn geniigend Loci untersucht werden. Allerdings muB man hier
berlicksichtigen, daB genetische Distanzen bei Populationen, die durch einen
Flaschenhals gegangen sind, auch manchmal Uberbewerlet werden, da es zu einer
kurzzeitigen Beschleunigung der Unterschiede kommen kann (Merenlender et al.,
1989; Nei, 1987, S.240).
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3.2.11.2.1 Eindimensionale Darstellung der genetischen Distanzen

Die eindimensionale Darstellung der genetischen Distanzen ermaoglicht es,
genetische Verwandtschaftsverhdltnisse innerhalb und zwischen Populationen fir
das Auge anschaulicher darzustellen, indem Dendrogramme bzw. phylogenetische
Baume konstruiert werden. Hier wurde nach Sneath und Sokal (1973) die Methode
des Unweighted Pair Group Method Average (UPGMA) verwendet. Diese Methode
hal sich als einfachste und zugleich stabilste Methode etabliert (Nei et al., 1985; Nei,
1987, S.293-295; Rossnagel, 1999) und wird recht haufig zur Darstellung
genetischer Distanzen oder genetischer Gleichheit fir AFLP Marker verwendet (Hill
el al., 1996; Greef et al., 1997; Paul et al., 1997; Krauss, 1999). Die Dendrogramme
wurden mit Hilfe des Programmes CONSENSE aus dem Programmpaket PHYLIP
(Felsenstein, 1993) konstruiert und mit dem Programm Tree View (Page, 1998)
bearbeitet. Um stochastische Fehler, und damit ein Abweichen der konstruierten
Biume von der Wirklichkeit zu vermeiden, kann die Stabilitdt der Dendrogramme
durch verschiedene Methoden (berpriift werden (Lanyon, 1985). Hier wurde die
Methode des Bootstrapping (ber Loci verwendet. Bei dieser Methode bildet
wiederholtes, zufalliges Resampling der verwendeten Loci die Grundlage for die
Distanzschatzung, aus der entsprechend 1000 oder fir das Suldliche
Breitmaulnashorn wegen der groBen Probenanzahl nur 500 Bootstrap-Baume
konstruiert werden. Aus der Haufigkeit der entstehenden Teilcluster wird die Stabilitat

der phylogenetischen Badume abgeleitet (Felsenstein, 1985).
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3.2.11.3 Schatzung der genetischen Variabilitat innerhalb der

Populationen

Die genetische Variabilitdt innerhalb einer Population kann nach Nei et al. (1975),
Nei (1978) und Nei (1987, S. 177) durch den durchschnittlichen Heterozygotiegrad H
beschrieben werden:

H=1'ZX12

H = Heterozygotiegrad bzw. MaB fiir genetische Variabilitdt

x;= Frequenz des Allels jin der Population

Der Heterozygotiegrad wurde iber alle Loci der 5 Populationen berechnet. Die nach
diesem Modell errechnele genetische Variabilitat fur einen Locus mit 2 Allelen ergibt
Werle zwischen 0 und 0.5. Hier beschreibt O die geringste genetische Variabilitat fir
einen monomorphen Locus, wahrend der héchste Heterozygotiegrad H = 0.5 fur die
gleichmaBige Verteilung der Frequenzen iber alle Allele an einem Locus steht. Der
hochste Wert wird bei p = q = 0.5 erreicht und zeigt die gréBte genetische Variabilitat
an. Der durchschnittliche Heterozygotiegrad fir mehrere Loci soll die genetische

Variabilitdt im gesamten Genom widerspiegeln.

Geht eine Population durch einen genetischen Flaschenhals (bottleneck), nimmt die
Anzahl der Allele in der Population ab, und es wird erwartet, daB der Heterozygotie-
grad wihrend der ersten Generationen nach dem Flaschenhals bis zu einem
bestimmten, minimalen Wenrt absinkt. Wie stark dieser Wert abfallt, hangt von der
Wachstumsrate der Population ab und davon, wie stark die Population reduziert
wurde. Je groBer die verbleibende Anzahl von Tieren ist, desto gréBer ist die
Chance, daf3 Allele mit einer niedrigen Frequenz erhalten bleiben und nicht verioren-
gehen. Mit zunehmender GréBe der Population steigt der Heterozygotiegrad sehr

langsam wieder an (Nei et al., 1975).
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3.2.11.4 Berechnung der Ausschlu3wahrscheinlichkeit fir den

Abstammungsnachweis

Die AusschluBwahrscheinlichkeit P beschreibt die Wahrscheinlichkeit, daB ein
zuféllig ausgewdhltes Tier aus der selben Population als Elternteil ausgeschlossen
werden kann. Zur Berechnung der AusschluBwahrscheinlichkeit gibt es verschiedene
Formeln, tir dominante, rezessive Marker sollten aber beide Elternteile vorhanden
sein. Hier wird angenommen, daB die Mutter jedes Nachkommen bekannt ist
(Chakraborty et al., 1988). Die AusschluBwahrscheinlichkeit £ wird anhand der
Anzahl und Frequenz der Allele unter verschiedenen Annahmen berechnet, Sie

errechnet sich fir biallele Loci nach Pirchner (1979) und Falconer (1984} wie folgt:

Codominanter Erbgang: PE¢ = pq(1-pq)
Rezessiver Erbgang, fir den Fall, daB beide Eltern vorhanden sind: PEg = pq*

Hier beschreibt PEc die AusschluBwahrscheinlichkeit fir einen codominanten Marker
und PEr die AusschluBwahrscheinlichkeil fir einen rezessiven Marker. Die
Genfrequenz p steht fir den dominanten Genotyp und q fir die Genfrequenz des

rezessiven Genotypen.

Um eine ausreichend hohe AusschluBwahrscheinlichkeit zu erreichen, wird die
kombinierte AusschluBwahrscheinlichkeit £ nach Jamieson & Taylor (1997)

verwendet:

P=1-(1-P)) (1-P2) (1-P3)..... (1-Py), nach der P, die AusschluBwahrscheinlichkeit fir

den Locus k darstelit.

in der Tierzucht strebt man eine kombinierte AusschluBwahrscheinfichkeil von
mindestens 95 %, besser 99 % an. Wie viele genetische Marker fir eine solche
AusschluBwahrscheinlichkeit verwendet werden missen, hangt jedoch sehr stark
davon ab, ob codominante oder dominante, rezessive Marker verwendet werden.

Aufgrund des dominant, rezessiven Charakters der AFLP Marker kann nur ein
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Abstammungsnachweis erfolgen, wenn sowohl Blul- oder Gewebeproben des

Vatertieres, als auch der Mutter fir einen Nachkommen vorhanden sind.

Abbildung 13 und 14 zeigen, daB der Informationsgehalt fir dominante Marker
wesentlich geringer ist als fir codominante, biallele Marker. Wenn man einen Genort
mit 2 Allelen betrachtet, zeigen rezessive Marker mit einer Alielfrequenz von
q = 0.803 eine maximale AusschiuBwahrscheinlichkeit von 0.081, wohingegen far
biallele codominante Marker mit g =0.50 eine maximale AusschluBwahrscheinlich-
keit von 0.187 erreicht wird (Bild 13). Das heif3t, daB fir eine maximale kombinierte
Ausschlufwahrscheinlichkeit von 95 % oder 99 % wesentlich mehr rezessive Marker,
als codominante Marker gebraucht werden. Wie eine Berechnung in Bild 14 zeigt,
brauchl man fir eine gewinschte MindestausschluBwahrscheinlichkeit von 95 % nur
15 biallele codominante Marker, die héchste Qualitat aufweisen (p = g = 0.5), aber
bereits 36 dominante AFLP Marker der hichsten Qualitat (p = g = 0.803), d. h. mehr
als doppelt so viele. Eine maximale AusschluBwahrscheinlichkeit von 99 % wird fiir
dominante, rezessive Marker mit durchschnittlicher Qualitat (p = g = 0.545) auch mit
100 Markern nicht erreicht (Bild 14).




Bild 13: Vergleich der AusschluRwahrscheinlichkeiten fiir einen codominanten und rezessiven biallelen Locus in
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Die Formel der rezessiven Marker gilt nur fir den Fall, dak beide Eltern vorhanden sind

oder 99% zu erreichen :

1,00
0,90
0,80
0.70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

—— Kombinierte Ausschlu3w. fur

codominante Loci mit 95%  99%
- — g=0.500 (beste Qualitdt d.h.100%) 15 23
— q=0.200 (gute Qualitat d.h.66%) 23 35
- — @=0.135 (durchschnittl. Qualitat d.h.50%) 31 47
— g=0.850 (schlechte Qualitat d.h.33%) 47 72
— = Kombinierte Ausschlussw. fir
rezessive Loci mit 95% 99%
— = g=0.803 (beste Qualitdt d.h.100%) 36 54
= q=0.613 (gute Qualitat d.h.66%) 54 82
— = q=0.545 (durchschnittl. Qualitat d.h.50%) 72 >100
== q=0.475 (schlechte Qualitédt d.h.33%) =100 >100
] i , ” i T ! A, !
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~— N N < 0 © N~ oo D o
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O.mm Frequenz des rezessiven Allels (g) mit der héchsten AusschluRwahrscheinlichkeit pro Locus benétigt
hier auch die geringste Anzahl Marker und sie wird somit als beste Qualitat mit 100% normiert.

4]
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4. Ergebnisse

4.1 Reproduzierbarkeit

Die Ergebnisse der AFLP Reaktionen sind reproduzierbar. Um Artefakte zu
vermsiden, wurden die Versuche mehrfach wiederholt. Sie zeigten auch bei
unterschiedlicher DNA-Extraktion und -Konzentration bei Ansatzen gleicher Primer-
kombinationen und bei gleichen Tieren immer die gleichen Bandenmuster, auch
wenn die Intensitat der Banden von Reaklion zu Reaklion etwas abweichen kann.
Bedingt durch leicht abweichendes Laufverhalten der Banden auf verschiedenen
Gelen und dem verwendeten externen Standard, der bei etwas welligen Gelen zu
Ungenauigkeiten fUhren kann, wurden nur polymorphe Banden gewerlet, die sich
klar einer bestimmten Basenpaargrofie zuordnen lielen und die, anhand ihrer Lage

zu monomorphen Banden, nicht mit anderen Banden verwechselt werden konnten.

4.2 Ergebnisse der Genotypisierung

AFLP wurde fur Nashorner etabliert und die einzelnen Schrilte der AFLP Reaktionen
wurden optimiert. Es wurden 64 AFLP-Primerkombinationen fir 6 Sudliche Weille
Nashérner, welche die groite Gruppe im Untersuchungsmalerial darsteilen, getestst,
um geeignete Primer zu selekiieren (Tabelle 3). Von diesen wurden 12 AFLP Primer-
kombinationen ausgewahlt und fir alle 156 Nashérmer aus 5 Populationen
untersucht. Zwei Marker aus einer weiteren Primerkombination wurden nur fir den
Vaterschaftsnachweis fur 31 Weile Nashérner einer Wildtiefarm in Sidafrika
herangezogen, um das Signifikanzniveau zu erhdhen. Es ergaben sich
durchschnittlich pro Primerkombination und Tier ca. 60 bis 80 klar sichtbare Banden
im Bereich des Standards von 50 bis 510 Basenpaaridngen, fir manche Primer-
kombinationen bis in den Bereich von 800 Basenpaarlangen. Es konnten sowohl
Polymorphismen zwischen Tieren unterschiedlicher Arten als auch zwischen

einzelnen Individuen der gleichen Art beim Nashorn festgestelit werden.
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Tabelle 4: Gesamtanzahl der Banden, die fGr das Sadliche (Css) und Nérdliche
WeiBe Nashorn (Csc), das Schwarze Nashorn (Db) und das Indische Nashorn (Ru),

berechnet wurden:

Banden 1 Css 2 Csc 3Db 4 Ru
1Css

Gesamtzahl 4550 13770 13545 12942
Gemeinsame Banden 4390 12554 7734 5370
Verschiedene Banden 160 1216 5811 7572
Verhéltnis der Banden 0.0352

2 Csc

Gesamizahl 4615 13681 13122
Gemeinsame Banden 4432 7774 5366
Verschiedene Banden 183 5907 7756
Verhilinis der Banden 0.0396

3 Db

Gesamizahl 4480 12870
Gemeinsame Banden 4270 4916
Verschiedene Banden 210 7954
Verhaltnis der Banden 0.0469

4 Ru

Gesamtzahl 4086
Gemeinsame Banden 3982
Verschiedene Banden 104
Verhdltnis der Banden 0.0255

In Tabelle 4 wurden gemeinsame Banden und verschiedene Banden sowohl innerhalb als
auch zwischen den Populationen fir alle 12 ausgewahiten Primerkombinationen fir eine
Probenzahl von 3 Tieren berechnet. Weiter wird das Verhaltnis der polymorphen Banden zur

Gesamizahl der Banden innerhalb der Population gezeigt.

Beim Vergleich einer zuféllig ausgewdhlten Probenzahl von 3 nicht miteinander
verwandten Tieren des Sidlichen WeiBen Nashornes konnten im Bereich von 50 bis
510 Basenpaarldngen fir alle 12 ausgewéhlten Primerkombinationen insgesamt
4.550 Banden festgestellt werden, davon 160 polymorphe Banden (Tabelle 4). Das
Verhallnis der polymorphen Banden zur Gesamizahl der Banden innerhalb dieser
Pbpula(ion betragt 0.0352, d. h. es wurden ca. 3.5 % polymorphe Banden gefunden.
Beim Nordlichen WeiBen Nashorn waren es fir 3 Tiere fir 12 Primerkombinationen
insgesamt 4.615 Banden, davon 183 polymorphe Banden, welches einem Verhéltnis
von 0.0396, d. h. ungefdhr 4 % entspricht. Fiir 3 Schwarze Nash&rner wurden
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insgesamt 4.480 Banden gezéhlt, davon 210 polymorphe Banden, welches einem
Verhdltinis polymorpher Banden an der Gesamizahl der Banden von 0.04639 oder
4.7 % entspricht. Fir 3 Indische Nashdrner ergaben sich fir alle 12 Primer-
kombinationen 4.086 Banden, davon 104 polymorphe Banden, was einem Verhillnis
von 0.0255 oder 2.6 % entspricht (Tabelle 4).

fm Vergleich zwischen 3 Tieren der Unterarten Siidliches und Nérdliches Breitmaul-
nashorn konnten insgesamt fir alle Primerkombinationen 13.770 Banden gezahii
werden, wovon 1.216 Banden unterschiedlich waren (Tabelle 4). Zwischen Sudlichen
WeiBen Nashdrnern und Schwarzen Nashdrnern wurden insgesamt fir beide Arten
13.545 Banden gezahit, davon 5.811 Banden, die sich zwischen den Einzeltieren der
beiden Arten unterschieden. Zwischen den Arten Nérdliches WeiBes Nashorn und
Schwarzes Nashorn wurden insgesamt 13.681 Banden ermittelt, wovon sich 5.907
Banden zwischen den Arten unterschieden. Im Vergleich zwischen den Aren
Sudliches WeiBes Nashorn und Indisches Panzernashorn konnten insgesamt 12,942
Banden fir beide Arten zusammen ermilleit werden, wovon nur 5.366 Banden
gemeinsam sind. Fur die Arten Néordliches WeiBes Nashorn und Indisches Panzer-
nashom konnten insgesamt 13.122 Banden ermittelt werden, wovon 5.366 Banden
gemeinsam sind. Zwischen den Arten Schwarzes Nashorn und Indisches Panzer-
nashorn wurden 12.870 Banden festgestellt, wovon 4.916 Banden gemeinsam fir

beide Arten vorkommen (Tabelle 4).

Wie Abbildung 15 und das entsprechende Original-Gel (Bild 16) am Beispiel von
Primerkombination NO2 zeigen, haben die beiden Unterarten Nordliches und
Sudliches Weif3es Nashorn ein sehr &hnliches Bandenmuster, sie konnten jedoch
durch fast alle Primerkombinationen kiar anhand von fehlenden oder zusétzlich
vorhandenen Banden voneinander unterschieden werden. Die groBten Unterschiede
konnten anhand der Primerkombinationen N0O2 und N25 mit 5 unterschiedlichen
Banden festgestellt werden. Nur die Primerkombination NO3 zeigte innerhalb der 12

ausgewdhlten Primerkombinationen keine Unterschiede (Tabelle 3).

_—
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Bild 15: Schematische Darstellung der Bandenmuster des Ndrdlichen

und Sidtlichen Breitmaulnashornes im Vergleich und Polymorphismen in

BasenpaargroBen (bp) fur Primerkombination NO2:
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Bild 16: Original LI-COR Gelbild der Bandenmuster des Nordlichen_und

Sudlichen Breitmaulnashornes im Vergleich fiir Primerkombination N0O2:
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Es wurden Banden zur Unterscheidung herangezogen, die jeweils bei der anderen
Unterart Sudliches oder Nordliches WeiBes Nashorn nicht vorkamen. Fir das
Nordliche WeiBe Nashorn wurden auch polymorphe Banden gewertet, die beim
Sidlichen Weilen Nashorn mit einer wesentlich gréBere Probenzahl (n=125) zwar
ebenfalls vorhanden waren, an dieser Stelle jedoch keine Polymorphismen zeigten.
Bei Polymorphismen, die nur bei einer der beiden Unterarten vorkommen, muf
beachtet werden, daf3 die Probenzahl beim Nordlichen WeiBen Nashorn mit nur 5
Tieren sehr klein ist und somit nicht alle Allele dieser Population reprasentiert

werden.

Auf Bild 15 kann man fur Tier 094 bei 119 bp eine fehlende Bande erkennen, die bei
allen anderen Tieren vorhanden ist. Fir das Nordliche und Siidliche Breilmaul-
nashorn kénnen auf diesem Bild im Bereich von 92 bp, 130 bp, 132 bp und 148 bp
bei beiden Unterarten polymorphe Banden festgestellt werden, wihrend im Bereich
von 55 bp, 208 bp, 227 bp und 247 bp polymorphe Banden nur beim Sidlichen
Breitmaulnashorn vorkommen und im Bereich von 130 bp nur beim Nérdlichen

Breitmaulnashorn.

Abbildung 17 und das entsprechende Original Gel (Bild 18) zeigen, daB bei einer
Primerkombination, in dem Fall N26, fur die verschiedenen Nashornarten sehr
unterschiedliche Bandenmuster entstehen und daf sie somit klar voneinander
unterschieden werden kénnen. Dieser zufdllig ausgewdhite Bildausschnitt zeigt auch,
daf zwischen den beiden afrikanischen Arten, dem Schwarzen Nashorn und dem
Sadlichen WeiBen Nashorn mit 13 Banden mehr gemeinsame Banden vorhanden
sind und somit ein &hnlicheres Banden-Muster besteht, als zwischen den Siidlichen
WeiBlen Nashdrnern und den Indischen Panzernashérnern mit 10 gemeinsamen
Banden und zwischen Schwarzen Nashérnern und Indischen Panzernash&rnern mit
6 gemeinsamen Banden. Auch die Polymorphismen sind bei den 3 hier gezeigten
Arten an ganz unterschiedlichen Stellen. So zeigt das Breitmaulnashorn im Bereich
von 137 bp polymorphe Banden, wahrend nur Tier 305 beim Indischem
Panzernashorn bei 153 bp eine polymorphe Bande aufweist. Beim Spitzmaulnashorn
kann man im Bereich von 109 bp, 133 bp und 158 bp polymorphe Banden erkennen.
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Bild 17: Schematische Darstellung der Bandenmuster des Schwarzen

Bild 18: Original LI-COR Gelbild der Bandenmuster des Schwarzen
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4.3 Anzahl polymorpher Loci

Die Anzahl der Allele wurde durch Auszéhlen der polymorphen Banden fir jede der 5
Populationen ermittelt. Eine Bande wurde als ein bialleler Locus betrachtet, der
entweder far den Genotyp 1/1 oder 1/0 den dominanten Phanotyp 1 zeigt oder fur
den Genotyp 0/0 den rezessiven Phanotyp 0. Der dominante Phanotyp wird als p
beschrieben und der rezessive Phénotyp als g. Fragmente der gleichen Grdf3e
wurden als gleicher Locus gewertet. Es wurden nur Banden in die Wertung
aufgenommen, die klar differenzierbare Polymorphismen zeigten. Fir das Shdiiche
WeiBe Nashorn wurden nur Banden gezahlt, die iber die ganze Population verieilt
bei mindestens 3 Tieren vorkamen. Bei den (brigen Nashdrnern wurden alle

polymorphen Banden gewertet. Die Ergebnisse werden in Tabelle 5 aulfgezeigt.

Fir 125 Sadliche WeiBe Nashérner wurden 71 polymorphe Banden innerhalb der
ausgewdhiten 12 Primerkombinationen gewertet mit einem Durchschnitt von 5.80
Banden pro Primerkombination (Tabelle 5). Hier konnte man anhand von Primer-
kombination N0O2 und N41 mit jeweils 10 polymorphen Banden die gréfte Anzah!
Polymorphismen zeigen. Fir das Nérdliche WeiBe Nashorn konnten nur 37 poly-
morphe Banden in der gesamten Population gezéhlt werden, mit einem Durchschnitt
von 3.08 polymorphen Banden pro Primerkombination, wobei N25 mit 8 polymorphen
Banden die hdchste Aussagekraft aufwies. Diese geringe Anzahl gewerteter
polymorpher Banden im Vergleich zum Stdlichen Weien Nashorn kann auf die
geringe Probenanzahl von nur 5 Tieren zurlckzufihren sein, da nicht alle in der
_Gesamtpopulation vorkommenden Allele bei so wenigen Tieren vorhanden sein
kédnnen. Fiar 20 Schwarze Nashérmer wurden fir alle 12 Primerkombinationen
zusammen 106 polymorphe Banden festgestellt und somit die héchsten Zahl an
Polymorphismen innarhalb der untersuchten Arten. Es ergab sich ein Durchschnitt
von 8.83 polymorpher Banden pro Primerkombination. Durch die Primer-
kombinationen NO3 und N59 mit 14 und 12 Polymorphismen konnte die groBte
Anzahl polymorpher Banden nachgewiesen werden. Trotz der geringen Proben-
anzahl von 6 Tieren konnten fir das Indische Nashorn 54 polymorphe Banden
gez&hll werden mit einem Durchschnitt von 4.50 polymorphen Banden pro Primer-
kombination, wobei die Primer NO2 und N27 mit 10 polymorphen Banden die hichste

Aussagekraft zeigten (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Anzahl gewerteter polymorpher Banden fir 12 ausgewéhite AFLP

Primerkombinationen in 4 Nashornpopulationen:

Primer- Sudliches Nordliches  Schwarzes  Indisches @ Loci/
kombination Weilles Weilles Nashorn/ Panzer- Primer

Nashorn/ Nashorn/ nashorn/

Css Csc Db Ru

(n=125) (n=5) (n=20) (n=6)
1 NO2 10 5 8 10 8.25
2 NO3 7 1 14 6 7.00
3 NO4 5 3 8 1 4.25
4 N10 6 2 1 2 5.25
5 N25 3 8 9 2 5.50
6 N26 7 1 11 3 5.50
7 N27 5 3 3 10 5.25
8 N28 6 0 9 5 5.00
9 N41 10 4 8 3 6.25
10 N52 2 2 8 3 3.75
11 N57 4 3 5 8 5.00
12 N59 6 5 12 1 6.00

Summe 71 37 106 54

J Banden / 5.90 3.08 8.83 4.50

Population

Tabelle 5 zeigt die Anzahl der Proben (n=) in jeder Population, fiir die polymorphe Banden
ausgowertel wurdon, durchschnittliche Anzahl polymorpher Loci Uber alle Populationen {ir
eine Primerkombination (& Locl/ Primer) und durchschniitliche Anzahl Banden in einer

Population (@ Banden/ Population).
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4.4 Allelfrequenzen

Die Allelfrequenz gilt als Grundlage fir die Schitzung populationsgenetischer
Parameter. Uber sie wird unter anderem der Heterozygotiegrad und die Qualitat der
Marker far den Abstammungsnachweis bestimmt. Die Qualitat der einzeinen Marker
entscheidel wiederum darliber, wie viele Marker fir einen Abstammungsnachweis
erforderlich sind. So werden fir rezessive Marker der besten Qualitat mit g = 0.803
far einen Abstammungsnachweis mil 99 % Wahrscheinlichkeit ca. 54 Marker
gebraucht (Bild 14). Da die gefundenen Allelfrequenzen niedriger sind und
naturgemé&n nicht alle Marker in dieser Studie die gleiche Qualitat aufweisen, ist auch

die entsprechende Anzahl der bendtigten Marker wesentlich héher.

Tabelle 6: Durchschnitlliche Frequenz der rezessiven Allele {q), durchschnitllicher

Heterozygotiegrad (H), AusschiuBwahrscheinlichkeit fiir rezessive Marker (PEgR und

kombinierte AusschluBwahrscheinlichkeit (P):

Population Anzahl rezessive Heterozygotie- AusschiuB- kombinierte

Individuen N/ Allel- grad HD wahrsch.  AusschluBw.
Marker frequenz PER P
q @
Css 69/ 71 0.60 0.36 0.0403 0.96
Csw 56/ 73  0.60 0.36 0.0426  0.96
Csc 5/ 37 0.65 0.40 0.0545 0.90
Db 20/ 106 0.68 0.31 0.0464 0.99
Ru 6/ 54 0.65 0.38 0.0539 0.95

l.n Tabelle 6 wird die Anzahl der Individuen (N) und der zur Berechnung verwendoten
Marker fir die Zoo- (Css) und Wildpopulation (Csw) des Sidlichen Breitmaulnashornes, fur
dle Population Nérdliches Breitmauinashorn (Csc), Spitzmaulnashorn (Db) und Indisches

Panzernashorn (Ru) angegeben.

Im Durchschnitt lag die Allelfrequenz fir die Wild- und Zoopopulation des Sudlichen
WeiBBen Nashornes bei 0.60 (Tabelle 6). Diese Allelfrequenz von 0.6 entspricht einer
AusschiuBwahrscheinlichkeit von 0.4 x 0.6* = 0.05184 und es werden 63.3 % der
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maximalen AusschluBwahrscheinlichkeit (0.0819) erreicht. Die Allelfrequenz gilt also
fur rezessive Marker als relaliv gut (Bild 13). Auch das Nérdliche WeiBe Nashorn
liegt mit einer durchschnittlichen Allelfrequenz von 0.65 in diesem Bereich, sowie das
Schwarze Nashorn mit 0.68 und das Indische mit einer durchschnittlichen
Allelfrequenz von 0.65 (Tabelle 6). Die Allelfrequenzen fir die einzelnen Loci sind im

Anhang nachzulesen.

4.5 Heterozygotiegrade

Der durchschnittliche Heterozygotiegrad H kann nach Nei et al. (1975) und Nei
(1978) als Anhaltspunk! dafir genommen werden, wie viel genatische Variabilitat
oder auch genetische Diversitat (Nei, 1987), in einer Population vorhanden ist. Er
wurde fir jeden Locus anhand der Allelfrequenz berechnet. Da die Werte, in der die
maglichen Allelfrequenzen liegen kénnen, auch von der StichprobengroBe
abhéngen, muB man bei der Betrachtung des Heterozygotiegrades die sehr
unterschiedliche StichprobengréfBe der in dieser Studie untersuchten Populationen
im Auge behalten. Der Heterozygotiegrad hédngt zudem von der Verteilung der Allele
innerhalb einer Population ab. Er kann bei biallelen Markern Werte von 0 bis 0.5
annehmen, wobei 0 die kleinste genelische Diversitdt bedeutet mit einem

monomorphen Locus und 0.5 fir eine gleichmaBige Verteilung der Allele steht.

Wie in Tabelle 6 dargestellt ist, belrdgt der durchschnittiiche Heterozygotiegrad
sowohl fur die Wild- (Csw) als auch fir die Zoopopulation (Css) des Siidiichen
Breitmaulnashornes 0.36. Der Wert fiir die Nérdlichen Breitmaulnashérner (Csc) liegt
trotz der wesenllich geringeren Probenanzah! mit 0.40 héher als beim Sudlichen
Breitmaulnashorn. Fiir das Spitzmaulnashomn (Db) wurde ein durchschnittiicher
Heterozygotiegrad von 0.31 bestimmt, der im Vergleich zu der sehr hohen
festgesteliten Anzahl polymorpher Loci, relativ niedrig erscheint. Fiir das Indischen
Panzernashorn (Ru) wurde ein Wert von 0.38 berechnet. Im Durchschnitt ergab sich
fur alle Populationen zusammen ein Heterozygotiegrad von 0.36. Diese relativ hohen
Heterozygotie-Werte und die groBe Anzahl festgestellter polymorpher Loci innerhalb
der einzelnen Populationen, kann als Hinweis dienen, daB in diesen Nashorn-

populationen noch eine recht grof3e genetische Variabilitat vorhanden ist.
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4,6 Ergebnisse des Abstammungsnachweises

AFLP-Marker werden normalerweise als dominant, rezessive Marker gewertet. Wenn
eine Bande vorhanden ist, kann bei einer auf dem LI-COR DNA Sequencer
gemessenen Bande nicht zwischen Homozygoten 1/1 und Heterozygoten 0/1
unterschieden werden, so dafB nur rezessive Banden mit 0/0 zu einem
Abstammungsnachweis herangezogen werden kénnen. Ein rezessiver Locus mit 0/0
bei beiden Elterntieren, muB auch fir den Nachkommen 0/0 ergeben. Ein
Abstammungsnachweis ist aus diesem Grunde nur méglich, wenn beide Elterntiere

vorhanden sind.

Um eine hohe AusschluBwahrscheinlichkeit fiir einen Abstammungsnachweis zu
erreichen, wurde die kombinierte AusschluBwahrscheinlichkeit nach Jamieson &
Taylor (1997) berechnet.

Wie Tabelle 6 zeigt, ergab sich fir das Stdliche Breitmaulnashorn (Css + Csw) eine
kombinierte AusschiuBwahrscheinlichkeit von 96 % und beim Indischen Panzer-
nashorn (Ru) von 95 %, was als niedrigster erwiinschter AusschluBwert in der
Tierzucht gill. Fir das Nordliche Breitmauinashorn (Csc) lag der Wert nur bei 90 %.
Fir das Spitzmaulnashormn konnte mit Gber 100 Markern die beste AusschluB-
wahrscheinlichkeit von (iber 99 % erreicht werden, wie dies fir kommerzielle

Abstammungsnachweise angestrebt wird.

Es wurde eine Gruppe von 21 Nachkommen der Sldlichen Breitmaulnashérnern
(Css), aus den Familien Beekse Bergen (Bild 6), Hodenhagen (Bild 7), Manster (Bild
8) und Whipsnade (Bild 9), 5 Nachkommen der Spitzmaulnashérner (Db) aus den
Familien Berlin (Bild 10) und Dvur Kralove (Bild 11 und 12} und 1 Nachkomme aus
der Population der Indischen Panzernashorner (Ru) (Anhang 9.2), die alle aus
varschiedenen europdischen Zoologischen Garten kommen, auf ihre Abstammung
hin dberproft. Innerhalb dieser Gruppe von 27 Nachkommen fir die von beiden
Elterntieren, die durch das Zuchtbuch bekannt sind, Probenmaterial in dieser Studie
vorhanden war, zeigte sich nur fir ein einziges Tier eine Bande, die eine
Abstammung von den vorgegebenen Eltern ausschloB. Da Mutationen vorkommen,
sind normalerweise mindestens 2 Banden fir den sicheren Ausschlu einer

Abstammung nétig. Durch die Ubereinstimmung des Abstammungsnachweises fur
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das Probenmaterial mit bekannten Ellern konnle die VerldBlichkeit und Eignung der
AFLP Marker als Abstammungsnachweis bestatigt werden. So konnte ein Nachweis
zur besseren Aufklarung der bisher unbekannten Populationsstruktur bei einer frei
lebenden Population des Sadlichen Breitmaulnashornes einer Wildtierfarm in

Sadafrika durchgefiihrt werden.

Tabelle 7: Anzahl der Loci von 13 Sddlichen WeiBen Nashorn Kilbern einer

Wildtierfarm in Sodafrika {Csw), durch die eine Vaterschaft fir jeden der 5 in Frage

kommenden Bullen ausgeschlossen werden kann:

Kalb Bulle 1 Bulle 2 Bulle 3 Bulle4 Bulles
Labornr. 220 229 240 242 247
&2152

246
214§1ﬁ%€__ 8
222

§
52‘9 W . '

Fur eine Wildpopulation des Stdlichen Breitmaulnashornes auf einer Wildtierfarm in
Stdafrika sollte fir 13 Kalber mit einer bekannten Mutter und finf als Vatertier in
Frage kommenden Bullen ein Abstammungsnachweis durchgefiihrt werden. Die
Ergebnisse dieses Abstammungsnachweises zeigt Tabelle 7. Hier wird dargestellt,
dafB fir Kalb Nummer 212, 228, 241, 252, 257 und 256 vier der fiinf mdglichen Bullen

als Vatertiere mit mehr als 2 Banden ausgeschlossen werden konnten. Diese Tiere
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sind in Tabelle 7 dunkel markiert. Auch far die Nachkommen 209, 214, 222, 236 und
249 bleibt nur einer von fanf Bullen als mogliches Vatertier (ibrig, obwohl sie nur mit
einer Bande ausgeschlossen werden konnten, so daf auch hier die Wahrscheinlich-
keit recht grof3 ist, daB es sich hierbei auch wirklich um das Vatertier handelt. Diese
Tiere sind durch eine etwas hellere Markierung gekennzeichnet. Nur fir 2 der 13
Kélber bleiben 2 mogliche Vatertiere. Um die AusschluBwahrscheinlichkeit weiter zu

erhdhen, midBten noch weitere Primerkombinationen untersucht werden.

4.7 Ahnlichkeit zwischen und innerhalb der Populationen

Verwandtischaftsbeziehungen kdnnen durch den Ahnlichkeitskoeffizienten (Gs)
ausgedrickt werden, der nach Nei & Li (1979) und Hill et al. (1996) berechnet wurde.
HierfGr wurden die Banden von 3 Proben nicht miteinander verwandler Tieren jeder
Population verglfichen. Ein hoher Wert drickt hier auch einen hohen Grad an
genetischer Ahnlichkeit aus und ein kleiner Wert einen geringen Grad an genetischer

Verwandtschaft.

Tabelle 8: Anhnlichkeitskoeffizienten {Gs) innerhalb und zwischen den Populationen
des Sidlichen (Css) und _ Nérdlichen  Breitmaulnashornes  (Csc), dem

Spitzmaulnashorn (Db} und dem Panzernashorn (Ru):

1 Css 2 Csc 3 Db 4 Ru
1 Css 0.964835 0.911692 0.570986 0.414928
2 Csc 0.960347 0.568233 0.408932
3 Db 0.953125 0.381974
4 Ru 0.974547

Es wurden jeweils die Banden von 3 zufallig ausgewahiten Nashérern der gleichen
Population verglichen. Tabelle 8 zeigt, daB innerhalb der 4 untersuchten
Populationen das Spitzmaulnashornes (Db) mit 0.953 den kleinsten Ahnlichkeits-
koeffizienten aufweist. Im Verleich zu den anderen 3 Populationen besiehen
innerhalb dieser Population am meisten polymorphe Banden und es ist die hochste
Variabilitat vorhanden. Dies entspricht den Erwartungen, da die Bestandszahlen erst

in den letzten Jahrzehnten zuriickgingen und somit noch eine grofle Anzahl seltener
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Allele erhallen sein muBte, die genetisch die einstmals wesentlich gréBere
Population reprasentieren (Swart et al., 1994; Foose, 1996; Swart & Ferguson, 1997,
International Rhino Foundation, 1999). Dies trifft auch noch in einem etwas
geringeren Prozentsalz fir das Nordliche Breitmaulnashorn (Csc) zu, das ebenfalls
mil 0.960 einen etwas kleineren Wert aufweist, als das Siidliche Breitmaulnashorn
(Css) mit dem Wert 0.965, von dem gesagt wird, daB es bereits am Anfang diesen
Jahrhunderts durch einen genetischen Flaschenhals ging (Walker, 1994; Foose,
1996; International Rhino Foundation, 1999). Den hachsten Ahnlichkeitskoeffizienten
mit 0.8974 kann man beim Indischen Panzernashorn (Ru) finden (Tabelle 8), das
ebenfalls durch einen genelischen Flaschenhals gegangen ist und dessen Bestand
sich noch nicht wieder so gut erholt hat, wie der des Sudlichen Breitmaulnashornes
(Laurie, 1997; International Rhino Foundation, 1999).

Der Ahnlichkeitskoeffizient zwischen den 4 Populationen wurde durch den Vergleich
aller Banden der 3 untersuchten Nashdrner berechnet, die jedes mit jedem innerhalb
und zwischen den Populationen verglichen wurden.

Zwischen den Unterarten Nordliches und Sidiiches Breitmaulnashorn 1481 sich
erkennen, daB mit 0.911 ein kleinerer Ahnlichkeitskoeffizient als innerhalb der Arten
besteht, d. h. sie kénnen als Unterarten abgegrenzt werden, sie sind jedoch sehr
nahe miteinander verwandt (Tabelle 8). Das Schwarze Nashorn ist von diesen
beiden Unlerarten wesentlich weiter entfernt mit einem Wert von 0.570 bzw. 0.568.
Dennoch sind sich die beiden afrikanischen Nashornarien immer noch naher
miteinander verwandt, als mit dem Indischen Panzernashorn, das zum Breitmaul-
nashorn einen Ahnlichkeitskoeffizienten von 0.414 bzw. 0.408 aufweist und zum
Spitzmaulnashorn sogar nur von 0.381 (Tabelle 8).

4.8 Genetische Distanzen innerhalb der Populationen

Die genetische Distanz ist eine Form, Unterschiede im Genom innerhalb und
zwischen Populationen numerisch und quantitativ auszudriicken (Nei, 1987, S. 208).
Die Grundlage fir die individuelle Schatzung der Distanz bildet der Anteil gleicher
Allele in Bezug auf die Gesamtzahl der gewerteten Allele innerhalb einer Population.
Sie berechnet sich nach Nei & Li (1979) und Hill et al. (1996) aus dem Koeffizienten




80

der genetischen Anhnlichkeit (Gs) durch -In (Gs), dem negativen Logarithmus von
(Gs). Es kénnen Werte zwischen Null und « angenommen werden, wobei der
unendliche Wert nur theoretisch erreicht wird. So ergeben als Beispiel 1 gleiche
Bande von 100 eine genetische Distanz von 2.3 (-In von 0.1), 1 gleiche Bande von
1000 (-In von 0.001) eine genetische Distanz von 6.9. Ein noch héherer Wert wiirde
bedeuten, daf so gut wie keine einzige Bande gemeinsam ist.

Ein kleiner Wert, der gegen 0 geht, drickt eine kleine genetische Distanz aus und
damit eine nahere genelische Verwandischaft. Die Daten aus den genetischen
Distanzmatrizes kdnnen nach Sneath und Sokal (1973) mit Hilfe des Unweighted
Pair Group Method Average (UPGMA) als eindimensionale phylogenetische Baume
dargestellt werden. Die Stabilitit der so erhaltenen Dendrogramme wurde durch
Bootstrapping (ber die Loci nach Felsenstein (1985) durch 1000 bzw. durch 500
Wiederholungen geprift und somit Fehler fur jede Position berechnet. Stabilitats-
werte, die in diesem Bootstrapping Resampling ber 50 % ergaben und somit eine
hdhere Wahrscheinlichkeit der richtigen Zuordnung aufweisen, sind in den

Abbildungen 19 bis 23 an den Verzweigungen der Dendrogramme dargestellt.

Tabelle 9: Durchschnitt der Distanzen innerhalb und zwischen den Populationen des

Sadlichen {Css) und Nérdlichen Breitmaulnashornes (Csc), dem Spitzmaulnashorn

{Db) und dem Panzernashorn (Ru):

1Css 2Csc 3Db 4Ru
1Css 0.035798 0.092453 0.560391 0.879650
2Csc 0.040461 0.565223  0.894207
3Db 0.048009  0.962404
4 Ru 0.025782

Wie in Tabelle 9 zu sehen ist, sind die durchschnittlichen genetischen Distanzen
innerhalb der Arten wesentlich kleiner, als zwischen den Arten. Das Indische Panzer-
nashorn zeigt mit einem Wert von 0.0258 die kleinste genetische Distanz und das
Spitzmaulnashom mit 0.0480 die grofte Distanz. Auch hier ist die genetische Distanz
zwischen den Nordlichen Breitmaulnashdrnern mit einer Distanz von 0.0405 gréBer

als zwischen den Sidlichen Breitmaulnash&rnern mit einem Wert von 0.0358.
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4.8.1 Genetische Distanzen innerhalb der Populationen des Stdlichen

Breitmaulnashornes

In der UPGMA-Darstellung der individuellen Distanzen beim Suadlichen Breitmaul-
nashorn (Bild 19 und 20) ergeben sich recht ungewohnliche Dendrogramme mit sehr
langen Seitenasten (tip branches) und sehr kurzen internen Asten und
Verzweigungen (internal branches). Die Seitendste geben die Distanzen zwischen
den Tieren an, wie der Mafistab auf der linken unteren Seite des Bildes zeigt (0.1).
Diese Form der phylogenetischen Baume kdnnte darauf zurickzufihren sein, daf
nur 71 polymorphe Banden fir die Population des Sidlichen Breitmaulnashornes in
die Berechnung miteinbezogen wurden und diese Marker wenig informativ oder, daf3
die Unterschiede zwischen den individuellen Distanzen sehr klein sind. Auch die
Stabilitdtswerte des Bootstrapping mit 500 Wiederholungen liegen zumeist unter
50 %, so daB man daraus schlieBen kann, daf3 bei der topographischen Anordnung
in den phylogenetischen Baumen Unterschiede auftreten kdnnen (Kapitel 3.2.11.2.1).
Um stabilere B&ume zu bekommen, miiBten weitere Marker ausgewertet werden, um

die Informationsmenge zu erhdhen.

Abbildung 19 zeigt den nach dem Unweighted Pair Group Method Average
(UPGMA) konstruierten phylogenetischen Baum der Zoopopulation des Siidlichen
Breitmaulnashornes in welchen 68 Tiere miteingegangen sind. Nashorn-Bullen mit
mehreren Nachkommen wurden hier mit einem Rechteck kenntlich gemacht und die
entsprechenden Muttertiore mit einem M. Die beiden Tierpaare mit der kleinsten
Distanz wurden mit 1 und 2 gekennzeichnet. Weiterhin wurden Untergruppen mit A,
B, C, D und E bezeichnet. Bei Tierpaar 1 handelt es sich um Tier 014, einen Bullen
aus dem Safaripark Hodenhagen und seinen Nachkommen 017. Ihnen am nachsten
zugeordnet befindet sich Tier 020, bei dem es sich ebenfalls um einen Nachkommen
von Buile 014 handelt (Bild 7). Mit diesen Nashdrnern zusammen befindet sich in
Untergruppe A auch das Muttertier 016 und ein weiterer Nachkomme von Nashorn-
Kuh 016 und dem Bullen 014, das Nashorn 019. Auch bei den Tieren 018 und 021
handelt es sich um Nachkommen von Bulie 014, allerdings liegt hier die Position der
Mutler 015 auB3erhalb dieser Unlergruppe (Bild 7). Nashorn 068 scheint sich zuféllig
in dieser Untergruppe zu befinden, da hier kein gemeinsamer Ursprungsort oder eine
Verwandischaft bekannt sind. Sein einziger Nachkomme 070 befindet sich weit
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auBerhalb dieses Clusters (Anhang 9.2). Dieses Beispiel zeigt, daB Eltern und
Nachkommen nicht notwendigerweise gemeinsam in ein Cluster zugeordnet werden.
Die individuelle genetische Distanz hangt nur indirekt mit der Abstammung
zusammen. Da sie sich aus der Anzahl gemeinsamer Allele an den verschiedenen
Loci berechnet, hangt sie auch von der Frequenz der einzelnen Allele in der
Gesamtpopulation ab.

Gruppe 2 weist einen langen internen Ast auf und relativ kurze Seitendste. Hier ist
der Bulle 049 aus dem Safaripark Whipsnade seinem Sohn 008 zugeordnet (Bild 9).
Ihnen am nachsten befindet sich ein weiterer Nachkomme dieses Bullen, 039. In
Untergruppe B befinden sich auch noch eine Tochter von Bulle 049, Tier 042, und
etwas weiter entfernt Nachkomme 027. Nur Tier 035 ist laut Zuchtbuch kein
Nachkomme von Bulle 049, obwohl es sich auch hier um Nachzucht aus Whipsnade
handell.

Zwischen den Untergruppen A und B wurden die beiden Nashdrner 053 und 057
zugeordnel, die genau wie die Elterntiere aus Cluster A und B ebenfalls aus dem
Umfolozi Nationalpark kommen, so dafB eine Verwandtschaft méglich ware (Anhang
9.2). In Untergruppe C kann man den Bullen 022 aus dem Zoo Manster und seine 3
Tochter 024, 025 und 026 finden. Die Position der Mutter 023 befindet sich
auBerhalb dieses Clusters (BildB).

Auch Untergruppe D zeigt eine Familie, hier aus dem Safaripark Beekse Bergen. Die
kleinste Distanz ist zwischen den Tieren 062 und 067 zu finden, wobei es sich um
Mutter und Tochter handelt. Weitere Nachkommen des Bullen 005 und der Kuh 062
haben ebentfalls ihre Position in dieser Gruppe, Tier 069 und 064 (Bild 6).

In Untergruppe E und auBerhalb davon auf der ersten Position im Dendrogramm,
befinden sich 3 Geschwister aus dem Zoo von Edinburgh, Tier 007, 038 und 043. Bei
Nashorn 040, das ebenfalls in Untergruppe E angeordnet ist, handelt es sich um
einen Nachkommen von Kuh 038 (Anhang 9.2).

Den einzigen internen Knoten, der mit einen Stabilitdtswert von ber 50 % einen
héheren Bootstrapwert (65,8 %) aufweis!, als bei den anderen und der auch einen
relativ langen internen Ast hat, kann man in dieser Population nur zwischen den

Tieren 044 und 045 beobachten, wobei es sich bei diesen Tieren um Mutter und

Sohn handelt (Anhang 9.2).
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Bild 19: UPGMA-Dendrogramm der Zoopopulation Stidliches Breitmaulnashorn
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Anhand des nach UPGMA konstruierten phylogenetischen Baumes in Abbildung 20
lassen sich neben dem Abstammungsnachweis (Kapitel 4.6) weitere Hinweise zur
Populalionsstruktur der Wildpopulation von 56 Sidlichen Breitmauinashornern auf
einer Wildtierfarm in Sidafrika finden. Die 5 moglichen Vatertiere dieser Wildtierfarm
sind mit einem Rechteck gekennzeichnet. Auch hier sind die Bootstrapwerte zumeist
unter 50 % und, es fallt auf, daB sie dort gréfer sind, wo die internen Aste elwas
langer sind. Die Bootstrapwerte Giber 50 % sind an 3 Verzweigungen notiert. For die
Verzweigung zwischen Nashorn 204 und 208 erhalt man genau den Wert von 50 %.
Hierbei handell es sich um 2 adulte Weibchen, Ober deren Abstammung nichts
bekannt ist. Es wurden die 6 Untergruppen mit den kleinsten Distanzen nummeriert.
Die kleinste genetische Distanz kann man in Untergruppe 1 zwischen Nashorn 213
und 219 beobachten, wobel es sich um 2 subadulte Mannchen handell, die durchaus
denselben Vater haben kénnten. In Untergruppe 2 handelt es sich um Tier 245 und
248, 2 adulten Weibchen Uber die keine weiteren Angaben bekannt sind.
Cine weitere Untergruppe mit einem relativ kurzen Seitenast und damit einer
geringen genetischen Distanz zwischen diesen beiden Nashérmern bildet die Gruppe
3 mit den Tieren 206 und 218, wobei es sich um Mutter und Tochter handelt (Anhang
9.2). lhnen am nachsten steht 253, wobei es sich um ein ausgewachsenes Weibchen
handelt, von dem nicht bekannt ist, ob es mit den beiden anderen verwandt ist.
In Untergruppe 4 kann man mit Nashorn 247 einen der 5 Bullen auf der Wildtierfarm
Thaba Tholo erkennen, die als Vatertiere in Frage kommen. Der Bulle ist mit einem
Kastchen im Dendrogramm gekennzeichnet. Er teilt die Gruppe mit seinem
Nachkommen 212, der anhand des Abstammungsnachweises als sein Nachkomme
identifiziert werden konnte (Tabelle 7). Hier bekréftigt ein Bootstrappingwert von
56 % diese Zuordnung und damit den Befund aus dem Abstammungsnachweis
weiter. Diesen beiden Tieren steht 230, ein subadultes Mannchen, in der Position am
nachsten, wobei auch dies ein Nachkomme von Bulle 247 sein kénnte. Die Mutter
von 212, Tier 211 wurde von Gruppe 4 entfernt zugeordnet (Anhang 9.2).
In Untergruppe 5 ist ebenfalls eines der 5 moglichen Valertiere zu finden. Bulle 242
ist hier zusammen mit seinem Nachkommen 241 zugeordnet und mit Tier 251, bei

dem es sich um ein subadulles Mannchen handelt, das ebenfalls sein Nachkomme

sein kdnnte (Tabelle 7).
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Bild 20: UPGMA-Dendrogramm der Wildpopulation Sudliches Breitmaulnashorn
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Ein weiterer Bulle befindet sich in Untergruppe 6, Tier 220. Er wurde direkt mit einem
der durch den Abstammungsnachweis festgesteliten Nachkommen, Tier 257 in eine
Gruppe zugeordnet (Tabelle 7). Auch hier bekraftigt ein Bootstrappingwert von 65 %
dlese Zuordnung. Die Mutter von 257, Tier 258 ist in der benachbarten Gruppe zu
finden, wo sie zusammen mit einem subadulten Weibchen 254 eine Gruppe teilt, das

die Tochter sein kdnnte (Anhang 9.2).

Dies zeigl, daB die Analyse der individuellen Distanzen Anhalispunkte zur
Populationsstruktur geben kann. Da jedoch stochastische und topographische Fehler
in der Zuordnung moglich sind, kann eine Aussage Uber die Populationsstruktur nur
in Verbindung mit der Kontrolle der Abstammungen und wildbiologischen Daten, wie
z. B. Daten uber das Reproduktionsverhalten der Tiere in dieser Population oder

deren Streifgebiete gemacht werden.

4.8.2 Genetische Distanzen innerhalb der Population des Nérdlichen

Breitmaulnashornes

Wie auf Abbildung 21 zu sehen ist, sind auch hier die Seitendste des
Dendrogrammes, genauso wie bei den Sidlichen WeiBen Nashdrnern, ungewdhnlich
lang, mit relativ kurzen internen Asten. Da nur 37 polymorphe Banden in die
Berechnung der Distanzmatrix miteingegangen sind, mufl beachtet werden, dal3 es
in der Struktur des phylogenetischen Baumes zu topographischen Fehlern kommen
kann, Dies zeigen auch die geringen, durch das Boolstrapping berechneten
Stabilitatswerte von 43 % zwischen Nashorn 090 und 092 und einem Wert von 39 %
zwischen Tier 093 und 094. Innerhalb dieser Gruppe (Nashorn 090/092/093/094)
sind auch andere Zuordnungen mdglich.

Man kann erkennen, daf3 bei den 5 Tieren der Unterart Nérdliches Weif3es Nashorn
die genetischen Distanzen zwischen Nashorn 090 und 092 am kleinsten sind, obwohl
es sich hier nicht um direkt miteinander verwandte Tiere handelt. Dem Nashorn 090
sind als néachststehende Tiere 093 und 084 zugeordnet, bei denen es sich um
Nachkommen dieses Bullen handelt (Anhang 9.2). Am weitesten entfernt ist Nashorn
091, das mit den anderen Tieren nicht verwand! ist und au3erhalb der Gruppe steht,

was auch ein Bootstrappingwert von 58 % bestéatigen kann.
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Bild 21: UPGMA-Dendrogramm der Population Nérdliches Breitmaulnashorn
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4.8.3 Genetische Distanzen innerhalb der Population des

Spitzmaulnashornes

Wie man anhand des phylogenetischen Baumes der Spitzmaulnashérner in
Abbildung 22 erkennen kann, wurden die 7 Nashornpaare mit der kleinsten
genetischen Distanz, d. h. den kirzesten Seitendsten, von 1 bis 7 numeriert. Es
wurden 3 Untergruppen, A, B und C ausgewahll, die genauer diskutiert werden
sollen. In dieses Dendrogramm wurden 20 Tiere miteinbezogen und die Distanzmalix
aus 106 Allelen konstruiert. Durch das Bootstrapping Uber die Loci kann man
erkennen, daf3 dieser Baum recht stabile Verwandtschaftszuordnungen zeigt. Die

Bootstrapwerte iiber 50 % sind an den jeweiligen Verzweigungen dargestellt.
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Untergruppe A beinhaltet eine Mutterlinie aus 3 Nashé6rnern des Tierparks Berlin
(Bild 10). In Gruppe 2 befinden sich Kuh 102 mit ihrer Tochter 105. Das ihnen am
nachsten zugeordnete Tier ist 100, sie ist die Mutter von 102 und die Grof3mutter von
105. Hierbel handelt es sich um eine sehr stabile Gruppe, wie man anhand der
Bootstrapwerte von 79 und 55 % erkennen kann.

Die grofite Untergruppe stellt B dar, das sowohl Tiere aus der Familie des Tierparkes
Berlin als auch aus dem Tierpark Dvur Kralove beinhaltet. Die kleinste genetische
Distanz in der Gesamipopulation und ein Stabilitatswert von 66 % besteht hier in
Gruppe 1 zwischen Tier 101 und 106, wobei es sich um Mutter und Sohn handelt
(Bild 10). Das ihnen am nachsten zugeordnete Nashorn 117 ist nicht direkt mit ihnen
verwandt und miBte eigentlich dem Bullen 113, der sich auf einer AuBenposition
befindet, ndher stehen, da es sich hier um den Valer handell (Bild 11). Eine
Erklarung hierfir kdnnte sein, daB die Mutter in dieser Studie fehlt und Ober ihre
Verwandischaft nichts bekannt ist. Daf die Zuordnung zu diesen beiden Tieren nicht
sehr stabil ist, zeigt sich auch schon an einem Bootstrappingwert von 30 %.

Die Nashdmer in den beiden Gruppen 4 und 5 sind alle aus einer Familie aus dem
Tierpark Dvur Kralove. In Gruppe 5 ist hier der Bulle 108 und seine Tochter 112 zu
finden, die einen Bootstrappingwert von 50 % aufweisen (Bild 12). Das Muttertier 110
und ein weiterer Nachkomme der beiden ist in Gruppe 4 zugeordnel.

Das Valertier von Nashorn 106, Bulle 104, und ein weiterer Nachkomme, 107, ist in
Untergruppe C zu finden (Bild 10). In Gruppe 6 ist der Bulle 104 mit dem nicht mit
ihm verwandten Tier 116 zugeordnet. Das Muttertier von Nashorn 1186, Tier 112, hat
seine Position davon entfernt in Gruppe 5 eingenommen (Bild 12).

An letzter Stelle befindet sich Gruppe 7, das den Bullen 111 und seine Tochter 114
beinhaltet und das sich mit einem Bootstrappingwert von 71 % als recht stabil zeigt

(Bild 12).

Ergebnisse

89

Bild 22: UPGMA-Dendrogramm Spitzmaulnashorn
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4.8.4 Genetische Distanzen innerhalb der Population des Indischen

Panzernashornes

Der phylogenetische Baum der Abbildung 23 wurde aus der Distanzmalrix von 6
indischen Panzernashdmern konstruiert, die sich aus 54 polymorphen Banden
berechnete. Das Dendrogramm zeigt die kleinste genetische Distanz zwischen dem
Bullen 301 und seinem Nachkommen 303 und hier auch mit 82 % den hdchsten
Stabilitatswert. lhnen am nachsten befindet sich Bulle 304, der der Vater von 301
und der GroBvater von 303 ist. Ein bifichen weiter entfernt ist Tier 302, welche die
Mutter von Nashorn 303 ist. Am weitesten von allen entfernt ist Nashorn 305, wobei
es sich um ein Tier handelt, das direkt aus Nepal kommt, so daB3 die grofle
genetische Distanz zu den anderen den Erwartungen entspricht und durch einen

Bootstrappingwert von 75 % weiter bestatigt wird.

Bild 23: UPGMA-Dendrogramm der Population Indische Panzernashorn:
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4.9 Genetische Distanzen zwischen den Populationen

Die genetische Distanz zwischen Populationen definiert sich theoretisch aus der
Allelfrequenz aller Loci im Genom. Da es jedoch unméglich ist, alle Genorte im
Genom einer Population zu erfassen, wird nur ein Teil der Loci in einer Stichprobe
der Tiere einer Population untersucht (Nei, 1987, S. 222). Hier wurden alle Banden
von 3 nicht miteinander verwandten Nashérnern aus jeder Population fir 12
Primerkombinationen miteinander verglichen und zur Berechnung der Distanzmatrix

herangezogen.

Bild 24: UPGMA-Dendrogramm zum Vergleich der genetischen Distanzen zwischen

den Aren Indische Panzernashorn (RU), Spitzmaulnashorn (DB), Sudliches (Css)

und Nérdliches Breitmaulnashorn (CSC):
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Abbildung 24 zeigt, da das aus den Distanzen der verschiedenen Arten und
Unterarten konstruierte Dendrogramm den historischen, geographischen und
anatomischen Erwartungen entspricht und somit auch die Brauchbarkeit der Marker
fur phylogenetische Studien als erwiesen angesehen werden kann. Es zeigt sich,
daf die beiden Unterarten Nérdliches und Sidliches Breitmaulnashorn recht nahe
miteinander verwandt sind.

Die andere in Afrika lebende Art, das Spitzmaulnashorn, steht dem Breitmaulnashorn
erwartungsgemaR niher als das Indische Panzernashorn, das eine sehr grofle
aenelische Distanz zu diesen beiden Arten aufweist und das nicht nur geographisch
sehr weit von diesen beiden Arten entfernt ist, sondern auch anatomisch sich starker

von den anderen beiden Arten unterscheidet.
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5. Diskussion

5.1 Beurteilung der Methode AFLP fur die Anwendung bei Wildtieren

Dies ist die erste Studie, in der AFLP Marker zur Bestimmung der genelischen
Variabilitdt und zur Abstammungssicherung bei Nashérnern verwendet wurden. Da
kein weiteres Wissen (ber das Zielgenom vorausgesetzt wird, ist diese Methode
besonders gul fir Wildtiere geeignet, bei denen zumeist nur wenig Informationen
Uber die DNA Sequenzen vorliegen. Es kann schnell und mit wenig Aufwand eine
groBBe Anzahl von Polymorphismen generiert werden, damit entfallen hohe Kosten far
die Entwicklung neuer Marker (Zabeau & Vos , 1993).

Es wurden die Restriktionsenzyme EcoRI und Taql sowie 64 dazu passende Primer-
kombinationen fiir die Versuche verwendet, wie dies fir Tiere von Ajmone-Marsan et
al. {1997) und Vos & Kuiper (1997) vorgeschlagen wurde. Fir alle Nashornarten
ergaben sich spezifische Bandenmuster und Polymorphismen. Dies zeigt, daB die in
dieser Studie verwendeten Primerkombinationen auch fir andere Tierarten
verwendet werden kdénnen (Bild 17 und 18).

Der Vorteil von AFLP im Vergleich zu anderen sequenzunabhéngigen Methoden, wie
RFLP (restriction fragment length polymorphism) ist, daB trotz der Verwendung von
Restriktionsenzymen weniger Ausgangs-DNA nétig ist, da der Restriklionsansatz in
verschiedenen PCR Schritten vervielfaltigt wird. Die Methode ist somit
automatisierbar und schneller (Dodgson et al., 1997; Karp et al., 1996; Karp et al.,
1997; Paul et al., 1997; Mueller & Wolfensbarger, 1999). Eine andere Methode, die
auf einer PCR basier, ist RAPD (randomly amplified polymorphic DNA). Sie hat den
Nachteil, daf3 die Reaktionsbedingung sehr strikt konstant gehalten werden missen,
da sonst die Reproduzierbarkeit kritisch ist (Cervera et al., 1996; Dodgson et al.,
1997, Karp et al., 1996; Karp & Edwards, 1997; Jones et al., 1997; Paul et al., 1997;
Mueller & Wolfensbarger, 1999). AFLP erwies sich hingegen in dieser Studie als eine
sehr gut wiederholbare Methode, was auch mit Versuchen verschiedener
europdischer Labors zur Reproduzierbarkeit von AFLP (bereinstimmt (Jones et al.,
1997). Mit AFLP lassen sich zudem mehr (ber das ganze Genom vereilte,
unabhangige, polymorphe Marker in einer einzigen PCR-Reaktion herstellen als bei
RAPD (Karp et al,1996; Paul et al, 1997). Auch von verschiedenen anderen
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Autoren wird AFLP als eine zuverldssige und kostenglinstige Technik beschrieben
(Hill et al., 1996; Greef et al., 1997; Vos & Kuiper, 1997; Mueller & Wolfensbarger,
1999; Sharbel, 1999). Diese Methode ist also insgesamt fir die in dieser Studie
gestelite Fragestellung, der Bestimmung von genetischer Variabilitat und
Verwandtschaft sowohl zwischen als auch innerhalb von Wildtierpopulationen am
geeignetsten,

Ein Nachteil fur den Gebrauch dieser Methode beim Wildtier ist jedoch, daB als
Ausgangsmaterial fOr die AFLP Reaktionen nur aufgereinigte, genomische DNA
verwendet werden kann, damit eine vollstdndige Aufspaltung durch die Restriktions-
enzyme gewdbhrleistet ist. Daraus foigt, daB3 Blut- oder Gewebeproben bendtigt
werden, die oft nur schwer zu bekommen sind. Besonders bei Tieren in freier
Wildbahn ist eine Probenentnahme somit oft nicht méglich. Es miiBte in der Zukunft
angestrebt werden, eine leicht durchfithrbare, nicht invasive Methode flir Wildtiere zu
entwickeln, in der Probenmaterial wie z. B. Haarfollikeln oder Kotproben (Kohn &
Wayne, 1997) zur Extraktion von DNA verwendet werden kdnnen.

Als einen weiteren Nachteil stellie sich in dieser Studie heraus, daB die AFLP
Banden mit dem verwendelen Mef3gerat und der dazu gehdrenden Software nur als
vorhanden oder fehlend ausgewertet werden konnten, d. h. als dominante, rezessive
Marker. Da keine Unterscheidung zwischen homozygoten und heterozygoten Tieren
gemacht werden kann, ist der Informationsgehalt geringer als fir codominante
Marker. Zudem kann nur eine Aussage Uber die Abstammung gemacht werden,
wenn Probenmaterial beider mdglicher Elterntiere vorhanden ist. Gerade bei Wild-
tieren ist dies schwierig, da oft keinerlei Informationen ber die Verwandtschafls-
grade vorhanden sind und auch nicht von allen Tieren Probenmaterial erhaltlich ist.
Dieser geringere Informationsgehalt fir die statistische Auswertung kann jedoch
teilweise durch die gro8e Anzahl amplifizierter AFLP Marker pro Reaktion und durch
eine gréBere Probenanzahl wieder ausgeglichen werden (Sharbel, 1999). Eine
andere Mdglichkeit, den Informationsgehalt der AFLP Marker zu erhéhen, wére es,
AFLP Marker mit Hilfe eines anderen Mefsystems und einer speziell dafir
ausgelegten Software als codominante Marker auszuwerten, wie dies von anderen
Autoren beschrieben wurde (Ajmone-Marsan et al., 1997; Krauss, 1999; Mueller &
Wolfensbarger, 1999). Durch eine codominante Auswertung kénnten auch Aussagen
Uber die Abstammung bei nur einem vorhandenen Elternteil gemacht werden. Eine

quantitative Detektion der Banden ist mdglich, da Unterschiede in der DNA
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Konzentration am Anfang keine unterschiedlichen Ergebnisse bei der Messung der
AFLP Banden am SchluB ergeben, weil der markierte Primer vollstindig
aufgebraucht wird. So kann bei einer Bandenintensitat (Peakhdhe) von 50 % im
Vergleich zu Homozygoten eine Aussage Uber heterozygote Tiere gemacht werden
(Sharbel, 1999, Vos & Kuiper, 1997). Mit einer Auswertung der AFLP Banden als
codominante Marker, erreicht AFLP einen &hnlichen Informationsgehait wie die
Mikrosateliiten, die bisher in der Haustiergenetik am héufigsten fiir genetische

Nachweise verwendeten werden.

Mit der vorliegenden Studie wurde gezeigt, da AFLP sowoh! bei Nashamern, als
auch bei anderen Wildtieren eine geeignete Methode zur Abstammungssicherung
und Bestimmung der Variabilitat, ist. Ware beabsichtigt, eine gréRere Genauigkeit bei
der Abstammungssicherung und der Aufklirung der Populationsstruktur mittels
genetischer Distanzen zu erzielen, kénnten weitere Primerkombinationen
ausgewerlet werden. Fir die hier vorliegende Fragestellung reichten die

verwendeten Marker jedoch aus.

5.2 Variabilitdt innerhalb der Populationen

Zur Schitzung der genetischen Variabilitat innerhalb einer Population ist nach Nei el
al. (1975), Nei (1978) und Nei (1987, S.177) neben dem durchschnittiichen
Heterozygotiegrad auch die Anzahl polymorpher Loci von Bedeutung. Durch die
geringe Probenzahl ist jedoch anzunehmen, daB die Anzahl polymorpher Loci beim
Nordlichen Breitmaulnashorn mit nur 5 Tieren und beim Indischen Panzernashorn
mit nur 6 Tieren (Tabelle 2 und 6) unterschétzt wird, da Allele mit einer niedrigen
Frequenz in der Gesamtpopulation erst bei einer groBen Probenanzahl reprasentiert
werden (Nei, 1987, S.186). Dennoch kénnte die geringere Anzahl polymorpher Loci
beim Breitmaulnashorn und beim Indischen Panzernashorn im Vergleich zum
Schwarzen Nashorn einen Hinweis darauf geben, daB es durch den Effekt eines
genelischen Flaschenhalses zum Verlust von Allelen mit einer niedrigen Frequenz
gekommen ist (Tabelle 6).

Fir die Sidlichen Breilmaulnashérern (n=125) betrdgt der Werl, der die Anzahl
polymorpher Banden im Verhdlinis zur Gesamtzahl der Banden ausdrickt 0.0352.
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Somit sind 3.5 % der Banden in dieser Population polymorph (Tabelle 4 und 5). Der
durchschnittliche Heterozygotiegrad liegt bei 0.36 (Tabelle 6).

Bei den Nordlichen Breitraulnashdrner bestehen mit einem Anteil von 3.9 %
polymorpher Banden trotz der geringen Probenanzahl (n=5) groflere Unterschiede
innerhalb der Population, als bei den Sadlichen Breitmaulnashdrnern (Tabelle 4 und
5). Auch der durchschnittliche Heterozygotiegrad liegt mit 0.40 héher (Tabelle 6).
Dies kénnte darauf zuriickzufihren sein, daB die ehemals zahlreichen Nérdlichen
Breitmaulnashérner erst in der jingsten Zeit stark dezimiert wurden, wahrend die
Sadlichen Breitmaulnashérner bereits Anfang des 20. Jahrhunderts den genetischen
Flaschenhals Oberwunden haben und sich ihre Bestandszahlen wieder stark
vergroBert haben (Walker, 1994; Foose, 1996, International Rhino Foundation,
1999). Die hohe Anzahl polymorpher Loci beim Nordlichen Breitmaulnashorn
reprasentiert somit noch den genetischen Zustand der ehemals groBen Population
(Hillman-Smith, 1997; Emslie & Adcock, 1997, S. 197). Dieser Befund der hohen
genetischen Variabilitdt beim Nordlichen Breitmaulnashorn, der den heutigen
Bestandszahlen zu widersprechen scheint, konnte auch in einer Studie an den
selben Tieren von Stratil et al. (1990) anhand von Serumproteinen bestatigt werden.
Dagegen konnten Merentender et al. (1989) in einer Allozymstudie und O'Ryan et al.
(1994) mit RFLP fir die Breitmaulnashdrner insgesamt nur einen sehr geringen Grad

an intraspezifischer Variabilitat feststellen.

Fir die Spitzmaulnashorer (n=20) wurde ein durchschnittlicher Heterozygotiegrad
von 0.31 bestimmt (Tabelle 6). Dieser niedrige Wert im Vergleich zur hdchsten
festgestellten Anzahl polymorpher Loci, welche einem Anteil von 4.7 % an der
Gesamtzahl der Banden entsprechen (Tabelle 4 und 5), kann durch die ungleich-
méBige Verteilung der Allele in dieser Population zustande gekommen sein, da der
Heterozygotiegrad von der Allelfrequenz abhangig ist (Kapitel 3.2.11.3). Dies deutet
wiederum darauf hin, daB zwar noch eine grofe Variabilitdt in dieser Population
erhalten ist, sie sich aber auf dem Weg in einen genetischen Flaschenhals befindet.
Hier werden seltene Allele weiler reduziert und sie kénnen, in Abhéngigkeit von der
GrofBe des Flaschenhalses, sogar verloren gehen (Nei et al, 1975). Diese
Vermutung |8t sich durch historische Daten belegen, da besonders die Spitzmaul-
nashdmer in den letzten Jahrzehnten einen gravierenden Einbruch der Bestands-

zahlen erliten haben {Ashley et al., 1990). Sie wurden von einem geschatzien
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Bestand von 60.000 Tieren 1970 auf einen aktuellen Bestand von ca. 2.600 Tieren
reduziert (Foose, 1996). Die in dieser Studie untersuchte Unterart Ostafrikanisches
Nashorn (Diceros bicornis michaeli) wird weltweit sogar nur noch auf einen Bestand
von ca. 660 Tier geschalzt (Tabelle 1; International Rhino Foundation, 1999).

Dafl bei Spitzmaulnashérnern noch ein hoher Grad an genetischer Variabilitat
konservient wurde, der den historischen Bestandszahlen und nicht mehr den
heutigen entspricht, beschreiben auch Swart & Ferguson (1994 und 1997) und Swart
et al. (1994) in einer Studie, die aul der elektrophorelischen Analyse von
Serumproleinen beruht. Wenn man den Durchschnitt des Heterozygotiegrades
nachrechnet, den Swart et al. (1994) in ihrer Studie fUr die beiden Unterarten Diceros
bicornis minor und bicornis finden, erreichen sie Werte, die zwischen 0.18 und 0.29
liegen. Diese Werte liegen sogar unter dem in dieser Studie fir die Unterart Diceros
bicornis michaeli errechneten durchschnittlichen Heterozygotiegrad von 0.31. Im
Gegensalz dazu konnten Merenlender et al. (1989), O'Ryan & Harley (1993) und
O'Ryan et al. (1994) fir Spitzmaulnashérner nur einen sehr geringen Grad an

intraspezifischer Variabilitat feststellen.

Die Tatsache, daf3 fir die Sddlichen Breitmaulnashdrner trotz einer wesentlich
gréBeren Probenzahl von 125 Tieren und den speziell fur sie selektierten
Primerkombinationen weniger polymorphe Banden gefunden wurden als fir die
Spitzmaulnashérner (Tabelle 5), kénnte nicht nur historisch bedingt sein. Es kénnte
auch darauf zurickzufihren sein, daB fir diese Population nur die besten
polymorphen Loci, die bei mehr als 3 Tieren vorkamen, gewertet wurden. Fir die
anderen Nashorn-Arten und Unterarten mit einer kleineren Probenanzahl, wurden
auch polymorphe Loci von Einzeltieren gewertet. Die reale Anzahl potymorpher Loci
ist also fir das Sidliche Breitmaulnashorn etwas héher als jene, die in die Werlung
miteingegangen ist und damit einhergehend fiele der Helerozygotiegrad auch etwas
niedriger aus. Aber auch ein niederer Heterozygotiegrad beim Sidlichen Breitmaul-
nashorn wirde einen hohen Grad an genetischer Variabilitat zeigen, so daB es
bisher keine Hinweise auf eine genelische Verarmung gibt. Dies gilt auch fir die

Nérdlichen Breitmaulnashdrner.

Fir die Indischen Panzernashorer wurde ein durchschnittlicher Heterozygotiegrad

von 0.38 berechnet (Tabelle 6). Sie zeigen einen Anteil von 2.5 % polymorpher Loci
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an der Gesamibandenzahl. Es ist somit die niedrigsle Anzah! polymorpher Banden,
die in den verschiedenen Populationen auftrat.

Ein Grund dafiir kdnnle sein, daf3 die Primer nicht speziell fir das Indische Panzer-
nashorn selektiert wurden, sondern fir das Breitmaulnashorn. So kénnten eventuell
andere Primerkombinationen fir das Panzernashorn mehr Polymorphismen ergeben.
Diese Ergebnisse stimmen jedoch auch mit einer Studie von Dinerstein & McCracken
(1990) dberein, die bei Indischen Panzernashdrnern anhand von Protein-
elektrophoresen ebenfalls einen hohen Heterozygotiegrad, bei relativ geringer
Diversitat der Allele fanden. Rechnet man den durchschnittlichen Heterozygotiegrad
von Dinerstein & McCracken nach, dann kommt man auf einen Durchschnittswert
von 0.31. Dieser Wert liegt etwas liefer, als der in dieser Studie gefundene
durchschnittliche Heterozygotiegrad von 0.38. Dieser Befund eines hohen
Heterozygotiegrades bei einer Verminderung der variablen Loci, konnte daraul
zuriickzufihren sein, daB der Bestand der indischen Panzernashdrner bereits am
Anfang des 20. Jahrhunderts stark dezimiert worden ist (Laurie, 1997). Somit
bestand for diese Population bereits eine genetische Flaschenhals Situation, von der
sich die heutigen Bestandszahien mit nur ca. 2000 Tieren nicht mehr erholt haben
(Tabelle 1; International Rhino Foundation, 1999). Nach dem Verlust von Allelen
kénnen neue Allele innerhalb der Population nur durch Mutationen entstehen. Da die
Mutationsrate jedoch gering ist und die Generationszeit beim Nashorn sehr lange ist,
braucht es tausende von Generationen und Jahren, um wieder die urspringliche
genetische Variabilitat zu erhalten (Chakraborty & Nei, 1977). Eine hohe Diversitat
der Allele reprisentiert generell auch eine grofe effeklive PopulationsgréBe N,,
wobei viele dieser Allele eine sehr niedrige Allelfrequenz besitzen, die nur wenig zum
gesamten durchschnittlichen Heterozygotiegrad der Population beitragen (Nei et al.,
1975; Chakraborty et al., 1980). Diese seltenen Allele gehen mit hoher
Wahrscheinlichkeit in einem genetischen Flaschenhals verloren, was sich nachteilig
fir eine Population auswirken kann, wenn Umweitveranderungen schnelle
Anpassung erfordern (Nei et al., 1975; Fuerst & Maruyama, 1986). Die Reduklion
von seltenen Allelen kann bewirken, daB die verbleibenden Allele eine
gleichméaBigere Verteilung der Allelfrequenzen aufweisen, was wiederum zu einem
hoheren Heterozygotiegrad fihrt. Diese Situation zeigt sich fir das Indische
Panzernashom. Der geschichllich belegbare genelische Flaschenhals, durch den die

Indischen Panzernashorner gegangen sind, kénnte die relativ kleine Anzahl
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polymorpher Loci und den hohen Heterozygotiegrad erkldren. Hierbei ist zu
beachten, daf bei einer Probenzahl von nur 6 Tieren nicht damit zu rechnen ist, daf3
alle Allele der Population in diesem Probenmaterial vorhanden sind (Nei, 1987,
S.186). Aus einem Anteil von 2.5 % polymorpher Banden in der Population und dem
hohen Heterozygotiegrad (Tabelle 4 und 6), der aus den verbliebenen Allelen
berechnet wurde, folgt, daf3 bei Indischen Panzernashérnern trotzdem noch ein
hoher Grad an Variabilitdt in der Population erhalten geblieben ist. Im Gegensatz
dazu konnten Merenlender et al. (1989) anhand von Allozymen keine Unterschiede

bei Indischen Panzernashérnern finden.

Im Durchschnitt ergab sich fiir alle Populationen zusammen ein Heterozygotiegrad
von 0.36. Dieser hohe Wert und die relativ hohe Anzahl polymorpher Loci, kénnen
als Hinweis darauf dienen, daf insgesamt in diesen untersuchten Nashorn-
populationen noch eine grof3e genetische Variabilitdt vorhanden ist. Eine Reduktion
des Heterozygotiegrades kann Aufschluf3 iber den Grad an Inzucht innerhalb einer
Population geben, aber auch hier scheint noch kein negativer Effekt aufgetreten zu
sein (Swart et al., 1994). Dieser Befund wird darauf zurickgefiihrt, daB das
Generationsintervall beim afrikanischen Nashorn mit 10 Jahren (Swart et al., 1994,
Swart & Ferguson 1997} und beim Indischen Panzernashorn mit 12 Jahren
(Dinerstein & McCracken, 1990) sehr lange ist und sich die Situation eines
genetischen Flaschenhalses erst innerhalb der letzen Jahrzehnte ereignet hat. Auf
diese Weise ist noch eine hohe genetische Variabilitdt erhalten geblieben. Dieser
hohe Grad an genelischer Variabilitdt stehl im Gegensatz dazu, was fur andere
Tierarten, die schon beinahe ausgestorben waren, wie z. B. den Geparden und
Przewalski-Plerden, berichtet wird, bei denen sich bereits Inzuchtprobleme einstellen
(Bouman & Bos, 1979; O'Brian, 1985). Dieser Befund wirde ebenfalls der Theorie
von Wooten & Smith (1985) widersprechen, daf groBe Tiere genetisch weniger
variabel sind als kleine Tiere.

5.3 Unterscheidung zwischen Arten und Unterarten

Diese Studie beinhallet sowohl Sudliche Breitmaulnashdrner aus verschiedenen

Zoologischen Garten als auch eine Wildpopulation aus Siudafrika. Zwischen der Zoo-
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und Wildpopulation zeigten sich jedoch keine Unterschiede. Beide wiesen die gieiche
Anzahl polymorpher Banden auf, keine Gendrift, die sich durch fixierte Allele oder
gine unterschiedliche Allelverteilung bemerkbar macht und beide Populationen
erreichten denselben Heterozygotiegrad. Dieser Befund zeigt, daB die rdumliche
Trennung der beiden Populationen erst in jingster Zeit stattfand und daf sich durch
die erfoigte Migration noch keine Unterschiede ausbilden konnten (Nei, 1987, 5.240).
Wie sich auch aus dem Zuchtbuch ablesen 1&0t (Golthenboth & Ochs, 1995/97/99),
sind viele der in Zoologischen Gérten lebenden Nashérner direkl aus Sudafrika
importiert, so daB ein genetischer Austausch immer noch stattfinden kann. Fur diese
raumlich getrennten Populationen ist die genetische Distanz generell niedriger als
zwischen Arten oder Unterarten (Nei, 1987, S. 241-243).

Die Sidlichen und Nordlichen Breitmaulnashorner wiesen ein sehr &hnliches
Bandenmuster auf. Sie konnten aber anhand fehlender oder zusétzlicher Banden
durch die meisten Primerkombinationen klar differenziert werden. Laut Houck et al.
(1994) bestehen zwischen diesen beiden Unterarten auch chromosomale
Unterschiede und George et al. (1991) und Harley & O’Ryan (1994) konnten
Unterschiede zwischen diesen beiden Unterarten anhand von mitochondrialer DNA

und Serumproteinen nachweisen.

Die genetischen Distanzen kdnnen ebenfalls Aufschluf} dariiber geben, ob es sich
wirklich um eine Unterart handelt, auch wenn der Gebrauch dieses Begriffes etwas
schwierig ist, da Unterarten bisher nicht genau definiert sind und dieser Ausdruck
unterschiedlich gebraucht wird (Nei, 1987, S. 243-245). Die genetische Distanz
zwischen dem Sidlichen und Nérdlichen Breitmauinashorn in dieser Studie betréagt
0.09 (Tabelle 9). Sie ist groBer als innerhalb der Arten, wo sie fir die Sidlichen
Breitmaulnashorner 0.036 und fur die Nérdlichen Breitmaulnashdrner 0.040 betrdgt,
so daB dies fir eine Einteilung in Unterarten spricht. Auch die regionale und
reproduktive Trennung und morphologische Unterschiede in Kérperform und
Schadelgestalt bestdtigen diese Einteilung (Meister & Owen-Smith, 19897). Die
genetischen Unterschiede zwischen den beiden Unterarten lassen sich auch
historisch gesehen erklaren, da zwischen den Populationen des Sidlichen und
Nordlichen Breitmaulnashornes schon lange eine rdumliche Trennung bestand

(Pienaar, 1994) und sie sich seit iiber einer Million Jahren (Morales & Melnick, 1994;
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Emslie & Adcock (1997, S. 196) getrennt entwickelt haben. Dies unterstitzt die
Theorie der Unterartenbildung, da keine Migration stattfinden konnte.

Beim Schwarzen Nashorn sollten historisch gesehen kleinere genetische
Unterschiede zwischen den Unterarlen bestehen als beim Breitmaulnashorn, da eine
rdumliche Trennung erst viel spater stattfand (Ashley et al., 1990; Amato et al.,
1991). Fur die Zukunft ware es interessant, auch verschiedene Unterarten des
Spitzmaulnashornes anhand von AFLP Markern zu testen und hier zu untersuchen,
ob es sich wirklich um Unterarten handelt oder nur um Okotypen (Adcock & Emslie,
1997).

Alle Nashornarten weisen artspezifische AFLP-Bandenmuster auf, so daf3 sie klar
voneinander unterschieden werden kdnnen. FOr alle 3 Arlen und die Unterart
Noérdliches Breitmaulnashorn konnten polymorphe Banden festgestellt werden. Im
Vergleich dazu konnten Ali et al. (1999) in ihrer Studie anhand von MASA Primern
(microsatellite associated sequence amplification) zwar ebenfalls speziesspezifische
Bandenmuster fir das Indische Panzernashorn und das Spitzmaulnashorn finden,
jedoch keine Polymorphismen.

Die Ergebnisse aus dem UPGMA Dendrogramm der genetischen Distanzen
zwischen den Arlen (Bild 24) zeigt gro3e genetische Distanzen zwischen den Arten
und eine kieine Distanz zwischen den beiden Unterarten Nérdiiches und Sidliches
Breitmaulnashorn. Dies deckt sich historisch gesehen mit Studien zur Evolutions-
geschichte von Merenlender et al. (1989) und Prothero (1991), die schatzen, daB
eine Trennung zwischen den beiden afrikanischen Arten vor ca. 4 Millionen Jahren
stattfand, die Trennung zwischen den afrikanischen und asiatischen Arten aber
bereits vor mindestens € Millionen Jahren. Diese groBen genetischen Distanzen
kénnten zusélzlich auch Hinweis auf einen genetischen Flaschenhals geben, da er
kurzzeitig eine starke Zunahme der Distanzen zwischen den betroffenen
Populationen bewirken kann (Nei, 1987, S. 251). Auch geographisch und anatomisch
stehen sich die beiden afrikanischen Arten Spitz- und Breilmaulnashorn mit einer
Reduktion der Schneidezdhne und 2 HOmern nadher als dem Indischen
Panzernashorn (Groves, 1997).

Die Form des UPGMA Dendrogrammes (Bild 24) deckt sich auch mit dem von
Morales & Melnick (1994) fur diese Arten und Unterarten anhand von
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Divergenzwerien der Nukleotidsequenzen erstellten phylogenetischen Baum und mit
dem von Merenlender et al. (1989) anhand von Allozymdaten erstelllen UPGMA
Baum. Die Brauchbarkeit der AFLP Marker fir phylogenetische Studien kann somit

als gegeben angesehen werden.

5.4 SchiuBbetrachtung und Folgerungen fiir die Strategie der

Erhaltungszucht von Nashérnern und anderen Wildtieren

Die hier vorgestellten Untersuchungen zeigen am Beispiel der Nashdrner, daf3 AFLP
ein brauchbares Hilfsmittel zum Schutz und zur Arterhaltung von vom Aussterben
bedrohten Wildtieren ist. Sie ermdéglichen eine Abstammungssicherung und dadurch

ein effizienteres Herdenmanagement.

Die Erstellung eines Zuchtmanagements fir Nash&rner wird nétig, da durch den
starken Rickgang der Tierbestdnde durch Wilderer und durch Habitatveriust die
noch verbliebenen Nashornpopulationen sehr klein geworden sind, isoliert
vorkommen und eine natirliche Migration nicht mehr stattfinden kann. Durch diese
Isolierung sind kleine Populationen sehr anfdllig fur die Auswirkungen von
demographischen oder Okologischen Umweltverdnderungen (Ashley et al., 1990;
Foose, 1991). Durch Gendrift und Inzucht kann es zu einer Verminderung der
Variabilitit kommen, was zur Folge hat, daf3 Allele mit einer niedrigen Frequenz
innerhalb der Population verloren gehen und auch rezessive Defekigene
phénotypisch in Erscheinung treten konnen. Dies kann dazu fihren, dal die
Uberlebens- und Reproduktionsrate sinkt und die Population weiter reduziert wird
(Falconer, 1984, Bauer et al.,, 1995). Die Anpassungsfahigkeit einer Population an
die Umwelt kann mit der Einschrankung ihrer genetischen Zusammenselzung immer

mehr abnehmen.

In dieser Studie konnte anhand von AFLP Markern die genetische Variabilitat
innerhalb der Populationen bestimmt werden. Es wurde gezeigt, da3 sowohl der
Heterozygotiegrad als auch die Allelanzah! bei den untersuchten Nashérnern noch
hoch ist, was dafir spricht, daB bisher auch noch ein hoher Grad an genetischer

Variabilitdt in diesen Populationen bewahrt werden konnte. Nur das Indische
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Panzernashorn zeigte scheinbar eine Verminderung der Anzahl polymorpher Loci
(Tabelle 4), was aber aut die geringe Probenzahl zuriickgefihrt werden kénnte. Der
Heterozygotiegrad kann zudem auch AufschluB Gber den Grad an Inzucht innerhalb
einer Population geben (Swart et al., 1994). Hier kann man feststellen, daB bisher
noch keine negativen Effekte durch Inzucht sichtbar sind. Auch wenn Baur & Studer
(1995) von einer vermehrten Jugendsterblichkeit bei Indischen Panzernashdrnern mit
einem hohen Inzuchtkoeffizienten berichten, konnte fiir diese Art immer noch ein
relativ hoher Heterozygotiegrad gefunden werden, der nicht unter den Werten der
anderen Arten liegt (Tabelle 6).

Dieser Befund zeigt, daB3 es also kurzfristig gesehen fir die Nashorner wichtiger ist,
vor Wilderern und einer weiteren Reduktion der Populationsgréfe bewahrt zu
werden. Langlrislig gesehen sind aber die genetischen Aspekte unbedingt zu
berdcksichtigen (Foose, 1991; Emslie & Adcock, 1997, S. 149).

Um die bisher noch vorhandene genetische Variabilitat und somit die genetische
Adaptationsfahigkeit weiter fir die Zukunft erhalten zu kénnen und die Auswirkungen
von Inzucht zu reduzieren, ist eine Erhaltungszucht erforderlich, die die effektive
PopulationsgréBe in verschiedenen, gesicherten Gebieten erhdht (Minimum Viable
Population Concept), um Uberlebensfdhige Populationen zu erhalten (Conway &
Goodman, 1989; Moehimann, 1996). Dies kann durch ein interaktives Management
erreicht werden, indem mehrere kleinere Populationen zu einer groBen Population
(Metapopulation) zusammengefaf3t werden, in der genetischer Austausch durch
Translokation von Nashdémern stattfindel. In diese Metapopulation kénnen sowohl
Tiere in freier Wildbahn als auch in Menschenobhut miteinbezogen werden (Foose,
1991; Price, 1991, Conway, 1995). So wurde von Bder et al. (1997) von einer
erfolgreichen Wiederauswilderung eines im Zoo geborenen Breitmaulnashornes in
die freie Wildbahn berichtet.

Fur eine Translokation solite jedoch darauf geachtet werden, daB evolutionsbedingte
Einheiten und Unterarten getrennt erhalten werden. Auch hier hat sich AFLP als
geeignete Methode erwiesen, um Arten und Unterarten genetisch unterscheiden zu
kdnnen.

Weiter sollte fiir eine Umsiedlung der individuelle Grad der Verwandtschaft innerhalb

einer Population und die Populationsstruktur als Schutz vor méglicher Inzucht
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bekannt sein (Moehimann, 1996), um maglichst wenig miteinander verwandle Tiere
in die andere Population zu bringen.

Die Beslimmung der genetischen Distanzen anhand von AFLP Markern und die
daraus erfolgte Konstruktion phylogenetischer Baume kann in Kombination mit
wildbiologischen Daten Anhaltspunkte zur Populationsstruktur geben. Da die in
dieser Studie erhaltenen Dendrogramme fir die individuelien Distanzen jedoch
instabil sind, maBten noch weitere Marker untersucht werden, um einen ausreichend
hohen Informationsgehalt zu bekommen. Eine Abstammungssicherung kann mit
diesem Verfahren unter bestimmten Voraussatzungen erfolgreich fir Nachkommen
durchgefiihnt werden, wenn von den fraglichen Eltern geeignetes Probenmaterial

verfugbar ist.

Da AFLP nicht sequenzabhanging ist, kann diese Methode nicht nur beim Nashorn,
sondern auch bei anderen Wildtieren Anwendung finden. Daher kénnte dieses
Verfahren auch bei forensischen und zollrechllichen Frageslellungen (CITES/ WAA)
eingesetzt werden, wie dies bereits im Humangenetischen Bereich getan wird
(Latorra & Schanfield, 1996).
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6. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war, eine geeignete Methode zur Bestimmung der genetischen
Variabilitat bei Wildtieren vom Aussterben bedrohter Arten am Beispiel der
Nashérner zu entwickeln, da bei kleinen, isolierten Populationen die Gefahr der
Verminderung der Variabilitdt durch inzucht besteht. Um das Zuchtmanagement und
eine damit verbundene Translokation von Tieren zu unterstiitzen, sollte far das
Breitmaulnashorn ein Nachweis zur genetischen Abstammungssicherung erbracht
werden, um mehr Informationen (ber die Populationsstruklur zu sammelin. Weiter
sollte gezeigt werden, ob geographisch getrennte Populationen, Unterarten und
Arten genetisch unterschieden werden kdnnen.

Zu diesem Zweck wurde die sequenzunabhangige Methode AFLP (amplified
fragment lenglh polymorphism), die urspriinglich aus der Pllanzenzucht kommlt, fir
das Nashorn erstmals etabliert. Zur Auftrennung genomischer DNA wurden die
Restriktionsenzyme EcoRl und Tagl verwendet, die sich fiir Sdugetiere als am
Besten erwiesen haben. Es wurden 64 Primerkombinationen getestet und daraus 12
Primerkombinationen fir weitere Untersuchungen selektiert.

Die Studie beinhaltete 2 afrikanische Nashornarten, davon eine in 2 Unterarten, das
Stdliche {Css, n=125) und das Nordliche Breitmaulnashorn (Csc, n=5) und das
Spitzmaulnashorn (Db, n=20), sowie eine asiatische Nashornan, das Indische
Panzernashorn (Ru, n=6). Das Sudliche Breitmaulnashorn war sowoh! als
freilebende Population einer Wildtierfarm in Siidafrika vertreten (n=56), Ober deren
Verwandlischalisgrade nichts bekannt ist, als auch als Zoopopulation (n=69)
verschiedener européischer Tierparks, far die ein Zuchtbuch gefihrt wird und Gber

deren Verwandischall gréBtenteils Informationen vorliegen.

Die automatisierte Elekirophorese wurde auf einem LI-COR DNA Sequencer Model
4000L der Firma MWG Biotech, Ebersberg, durchgefihrt und mit dem Programm
RFLPscan, das von derselben Firma vertrieben wird, analysiert.

Zur weiteren Auswertung der Daten wurde der Anteil polymorpher Banden in jeder
Population ermiltelt und die Allelfrequenzen der polymorphen Loci aus den 12
selektierten Primerkombinationen berechnet. Als Maf fir die genelische Variabilnat
innerhalb der Populationen wurde der aus den Allelfrequenzen bestimmte

Heterozygotiegrad und die Anzahl polymorpher Loci als Anhallspunkt genommen.
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Die genetischen Distanzen innerhalb und zwischen den Populationen wurden nach
Nel & Li (1979) und Hill et al. (1996) berechnet und durch phylogenetische Bdume
nach dem Unweighted Pair Group Method Average (UPGMA, Snealh and Sokal,
1973) dargestelit. Die Stabilitdt der Dendrogramme wurde mittels Bootstrapping tber
die Loci mit 500 bzw. 1000 Wiederholungen Uberprift (Felsenstein, 1985).

Es zeigte sich, daB jede Nashornart ein artspezifisches AFLP-Bandenmuster aufwies
und es konnten fir alle Arten polymorphe Banden festgestelit werden,

Zwischen der Zoo- und Wildpopulation des Sidlichen Breitmaulnashornes konnte
nicht unterschieden werden. Auch die beiden Unterarten des Breitmaulnashornes
zeigten ein sehr &hnliches Bandenmuster, sie konnten jedoch klar anhand von
fehlenden oder zusétzlichen Banden und der genetischen Distanz als Unterarten
unlerschieden werden. Die Einteilung als Unterarten konnte somit bestétigt werden,
was auch mit historischen Daten {bereinstimmt, da man annimmt, daB eine
rdumliche Trennung und damit eine separate Entwicklung der beiden Unterarten
bereits vor mehr als 1 Million Jahren stattfand. Auch der hdhere Anteil polymorpher
Loci und der hdhere Heterozygotiegrad beim Nérdlichen Breitmaulnashorn im
Vergleich zu seinem Sdadlichen Verwandten, deckt sich mit den geschichtiich
bedingten Erwartungen. Fir das Nérdliche Breitmaulnashorn selzte eine extreme
Reduktion der Population erst in den letzten Jahrzehnten ein. Genetisch gesehen
werden somit noch die wesentlich gréf3eren Bestandszahlen représentierl, in denen
auch Allele mit niedriger Frequenz vorhanden sind, wihrend das Sidliche Breitmaul-
nashorn bereits am Anfang des 20. Jahrhunderts durch einen genetischen Flaschen-
hals gegangen ist, in dem es zu einer Reduktion der Allele kam. Diese Reduktion der
Allele spiegelt sich selbst in dem heutigen, wesentlich gréBeren Bestand wider.

Der Anteil polymorpher Banden, der bei einer untersuchten Unlerarl des Spitzmaul-
nashornes gefunden wurde, ist der hadchste, der innerhalb der verschiedenen Arten
und Unterarten ermittelt wurde. Man kann daraus erkennen, daf3 noch eine sehr
hohe Variabilitat in dieser Population erhalten ist. Der relativ niedrige Heterozygotie-
grad 1aBt allerdings darauf schlieBen, daf3 hier viele Allele mit einer niedrigen
Frequenz vorhanden sind. Da hier die Bestandszahlen in den letzten Jahrzehnten
drastisch abgenommen haben, kénnten diese Allele in einem aktuellen genetischen

Flaschenhals verloren gehen.
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Auch far 6 indische Nashérner lassen sich anhand des Anteils polymorpher Banden
Auswirkungen eines genetischen Flaschenhalses feststellen, der vor einigen
Jahrzehnten stattfand.

Mit einem fiir alle Nashornspezies berechneten durchschnittlichen Heterozygotiegrad
von 0.36 far alle polymorphen Loci, die anhand dominanter AFLP Marker ermitielt
wurden, scheinen alle Populationen dennoch einen recht hohen Grad an genetischer
Variabilitdt bewahrt zu haben. Dies kénnle daraul zuriickzufUhren sein, daB die
Abnahme der Bestandszahlen erst vor relativ kurzer Zeit stattfand und somit
genetisch gesehen noch eine wesentlich gréBere Population reprasentiert wird,
deren Variabilitdt aber in Anbetracht der geringen Bestandszahlen abnehmen kann.
Durch ein gutes Zuchtmanagement konnte diese Variabilitdt weitgehend erhalten
bleiben, wenn man verschiedene kleine Populationen als eine groBe Meta-
Population zusammenfaBt. Eine hohe genetische Variabilitdt beim Nashorn steht im
Gegensatz dazu, was fir andere vom Aussterben bedrohte Tierarien, wie dem
Geparden oder den Przewalski-Pferden berichtet wird, die bereits Inzuchtprobleme

zeigen.

Fur einen Abstammungsnachweis wurde eine kombinierte AusschluBrate von 90 bis
89 % erreicht. Fir 13 Kélber einer Wildtierfarm in Sldafrika mit bekannter Mutter,
sollte das mogliche Vatertier aus einer Anzahl von 5 in Frage kommenden Bullen
ermittelt werden. Dies gelang fur 11 der Kalber, bei 2 Tieren konnten 2 Bullen nicht

als Vatertier ausgeschlossen werden.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, daB die verwendetle Methode AFLP sich trotz
des dominanten Charakters der Marker zur Bestimmung der Variabilitit innerhalb
und zwischen Populationen bei Wildlieren eignet. Es konnte sowoh| zwischen Arten
als auch zwischen Unterarten und Einzeltieren unterschieden werden und ein
Abstammungsnachweis konnte fir Tiere durchgefiihrt werden, bei denen Blut- oder
Gewebeproben beider mdglicher Elterntiere vorhanden sind. AFLP kann somit
helfen, Populationsstrukturen besser auf genetischer Ebene aufzuklaren und damit

einen Beilrag zur Erhaltungszucht zu leisten.
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7. Summary

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), a model of genetic
wildiifemanagement in rhinoceros (Ceratotherium simum, Diceros bicornis,

Rhinoceros unicornis):

The aim of this study was the development of a suitable method to detect genetic
variability in small isolated populations of wildlife species endangered by inbreeding.
The rhinoceros was taken as an example.

To support breeding management and translocation, a genetic decendency test for
the southern white rhinoceros was to be established to get more information about
the population structure. It was also to be determined if geographically divided
populations, subspecies and species can be distinguished on a genetic basis.

This work reports on the use of a new method for rhinoceros; amplified fragment
length polymorphism (AFLP). The method was originally invented for plant breeding.
The restriction enzymes EcoRI and Taql were used for the digestion of genomic DNA
as sugyesled for mammals. A set of 64 AFLP primer combinations was analysed and
12 primer combinations were selected for further investigation.

The study comprised two African rhinoceros species, the black rhinoceros (n=20),
two subspecies of the white, the southern (n=125) and the northern (n=5), and an
Asian species, the great Indian one-horned rhinoceros (n=6). The samples of the
southern white rhinoceros consisted of a free ranging population of 56 animals from a
game farm in South Africa where no knowledge about the population structure
exisled, and of a population (n=69) from different European zoological parks, for

which an international studbook is kept and decendency or origin is generally known.

PCR-products were detected by using LI-COR DNA Sequencer Model 4000L (MWG
Biotech). The obtained raw data were analyzed by software package RFLPscan
(Scanalytics, supplied by MWG Biotech). Further analysis of data included estimating
of allele frequency from polymorphic loci obtained by 12 selected primer
combinations for all populations. Genetic variability was measured from the level of
heterozygosity determined by allele frequency, and the number of polymorphic loci

observed.
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Genetic distance within and between populations was calculated following Nei & Li
(1979), and Hill et al. (1996). Phylogenies of relationships were constructed from
these distance matrices by Unweighted Pair Group Method Average (UPGMA,
Sneath and Sokal, 1973). Stability and reliability of the trees were obtained by
bootstrapping over loci with 500 or 1000 re-sampling steps (Felsenstein, 1985)

All species showed a specific AFLP banding pattern, and for all rhinoceros species
polymorphic bands could be detected. Zoo and wild population of southern white
rhinoceros could not be differentiated. Both white rhinoceros types showed similar
DNA fingerprint banding patterns, but they could be clearly differentiated as two
different subspecies by single extra bands present or absent. The subdivision of
northern and southern white rhinoceros could be also confirmed by the genetic
distance. These findings correlate with historic data, since the separation of these
lwo subspecies seem o have occurred more than a million years ago.

Compared with the southern white rhinoceros, a higher rate of polymorphic bands
and a higher average helerozygosity was found for the northern white rhinoceros.
Looking v hislory, this resuit was expected, since extreme reduction in population
size occurred only recently for the northern white rhinoceros which seems to retain
still the high genetic variability of the former large population size while it's southern
relative wenl through a genetic bottleneck at the beginning of the 20" century which
is reflected as reduction in alleles with low frequency in today’s much larger
population.

The highest level of polymorphic bands was found within the michaeli subspecies of
the black rhinoceros, so high genetic variability seems lo be preserved. A relatively
low heterozygosity shows a high rate of alleles with low frequencies for this
population, which could be lost in the present genetic boltleneck since there has
been a draslic reduction in popuiation in the last few years.

For the 6 great Indian one-horned rhinoceros compared to other rhinoceros species
the rate of polymorphic bands was slightly reduced. This also could have bean
caused by a genetic bottleneck in recent times.

In contrast to the cheetah or the Przewalski’s horse, which show significant signs of
inbreeding after experiencing near extinction, these findings of high heterozygosity in
rhinoceros are noteworthy. This may result from the relatively recent population

crash, which still retains the diversity of the former large populations. But this can be
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lost quickly. However if the different rhinoceros populations are treated as a mela-
population, and good breeding management is applied, the dilferent species could

still preserve high proportions of genetic variation.

For parentage testing, a combined exclusion rate between 90 and 99% was reached.
For 13 calves of a game farm with a known mother, the most probable sire among
the 5 possible bulls should be determined. This succeeded completely for 11 calves,

but for 2 animals there were 2 bulls which could not be excluded as the possible

sires.

The results of this study show that AFLP is a useful method to determine genetic
variability within as well as between wildlife populations, even though the AFLP
markers are generally dominant. Species and subspecies, as well as individuals
could be distinguished. It was possible to perform parentage testing if tissue or blood
samples of both probable parents were present. AFLP could help to obtain more
information on genetic population structures and could provide with it a useful tool for

conservation.
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Anhang 19

9. Anhang

9.1 Bezugsquellen flir Chemikalien, Enzyme und Material

Gerate und Laborhilfsmittel:

« DNA-Sequencer LI-COR 4000L (MWG Biotech, Ebersberg)

o Laborzentrifuge Zentrifuge Universal 16R (Bachofer Laboratoriums-

gerate, Reutlingen)

« Oligonukleotidsynthese Gene Assembler Plus (Pharmacia LKB, Freiburg)
» Photometer Ultrospec IIl (Pharmacia LKB, Freiburg)
* Pipetten Pipetman (Gilson, Villier-le-Bel, Frankreich)

» Pipettenspitzen (Biozym, Oldendorf)

» Tischzentrifuge (Hettich, Tuttlingen)

= Thermocycler Hybaid OmniGene (MWG-Biotech, Ebersberg)

Thermomixer 5436
(Bachofer Laboratoriumsgerate, Reutlingen)

¢  Thermoschittler

Vortex (Bachofer Laboratoriumsgerate, Reutlingen)

Puffer, Losungen und Reagenzien:

AFLP-Verdinner 10mM Tris
0,1'mM EDTA, pH 8.0

» APS Ammonium Persulfat (Sigma, Deisenhofen)

» Aqua bidest (Sigma, Deisenhofen)

« ATP Adenosin-5'-triphosphat (Boehringer. Mannheim)
s Borsaure (Roth, Karlsruhe)

+ BSA Bovines Serumalbumin,100x,10 mg/ml

(New England Bio Labs, Schwalbach/Taunus)
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« Chloroform
« DMSO

« DNA-Polymerase

« dNTP

o dNTP mix, 10mM/500ul

* EcoRI

« EDTA

¢ Ethanol

e Formamid (deion.)

« Lysispuffer

¢ Mineraldl

¢« MI3MP18-DNA
* Natriumazetat

+ Phenol

¢ Phenol/Chloroform

(Sigma, Deisenhofen)
Dymethylsulfoxyd (Sigma, Deisenhofen)

Dynazyme, 2 U/ulf250p! (Finnzymes, Espoo,
Finnland)

(Peqlab, Erlangen)

Deoxynucleosidetriphosphat in H,0O geldst, pH 7
dATP, 2'-Deoxyadenosin 5'-Triphosphate,
CroH12aNsO12PaNag;

dGTP, 2'-Deoxyguanosin 5'-Triphosphat,
CioH12NsO1aP3Nay;

dCTP, 2'-Deoxycytidin 5'-Triphosphat,
CgH12N3013P3aNay;

dTTP, 2'-Deoxythymidin 5'-Triphosphat,
C1oH1aN2014PaNay;

(Finnzymes, Espoo, Finnland)

20x (New England Bio Labs, Schwalbach/ Taunus)
(Roth, Karlsruhe)

(Roth, Karlsruhe)

(Sigma, Deisenhofen)

50 mM Tris-HCI, pH 8.0
100 mM NaCl

100 ml EDTA, pH 8.0
SDS 1%

(Sigma, Deisenhofen)

(MB! Fermentas GmbH, Deutschland)
(Roth, Karlsruhe)

(Roth, Karlsruhe)

(Roth, Karlsruhe)
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Proteinase K
Reaktionspuffer
SOS

RL-Puffer

Sequa Gel XR

Complete Buffer Reagent
Sequa Gel

Taq Polymerase
Taqgl

TE-Puffer (41cm Gel)

Tris-Base

T4 DNA Ligase

10x Pufter

1x Puffer

(Sigma, Deisenhofen)
(Sigma, Deisenhofen)
(Sigma, Deisenhofen)

Restriktion - Ligation Puffer
10 mM Tris.HAc

10 mM MgAc

50 mM KAc

5mM DTT

pH 7.5

(National Diagnostics, Hessle Hull, England)

(National Diagnostics, Hessle Hull, England)

(Sigma, Deisenhofen)
10x (New England Bio Labs, Schwalbach/ Taunus)

107.8 g Tris

55.0 g Borsaure

7.4 g EDTA

— auf 1 Liter H;O bidest.

(Roth, Karlsruhe)

400.000 U/ml
(New England Bio Labs, Schwalbach/ Taunus)

1:10 mit H,O verdinnt (Finnzymes, Espoo,
Finnland)

10 mM Tris-HCI (pH 8.8 bei 25°C)

1.5 mM MgCl,

50 mM KCI

0.1 % Triton X-100

(Finnzymes, Espoo, Finnland)
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Verbrauchsmaterialien:

« Biopsie-Hautstanze

¢ Bilutentnahmerdhrchen

e EMLA Pflaster

e Kerbzange fir Schweine

* Kunststoffreaklionsgefasse

¢ Makrotubes

Oligonukleotide:

8 mm, steril (Stiefel, bezogen Gber
Tierarztebedarf Lehnecke, Schortens)

Vacuette mit EDTA (Greiner, bezogen tiber
Schultheiss, Minchen)

(Astra, Wedel)

(bezogen dber Tierarztebedarf
Lehnecke, Schortens)

(Biozym, Oldendorf)

mit Schraubverschluss (Nalge Nunc Int. Corp.,
Naperville, USA)

Nichfarbmarkierte Oligonukleotide:

Alle in der Arbeit verwendeten Oligonukleotide ohne Farbmarkierungen wurden im
Institut far Tierzucht und Allgemeine Landwirischaftslehre der Tierdrztlichen Fakultat
Minchen mit dem Gerdt Gene Assembler Plus der Firma Pharmacia LKB, Freiburg,

hergestellt.

Farbmarkierte Oligonukleotide:

Die IRD-800 (Infra Red Dye) markierten Oligonukleotide fir den Standard (POS
G212, -49 Reverse) und der Primer Eco R1 wurden von der Firma MWG Biotech,

Ebersberg, hergestellt.
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9.2 Ubersicht iiber das Probenmaterials
Aufstellung der Breitmaulnashornpopulation (Cerathotherium

simum) - Thaba Tholo Gamefarm/ Siidafrika:

Kihe ohne Jungtiere (oder nicht gefangen) und subadulte Weibchen:

Nummer Name Alter
203 subadult. Weibchen sad
204 adulles Weibchen ~ |ad
207 subadult. Weibchen sad
217 subadult. Weibchen sad
223 subaduit. Weibchen sad
224 subadull. Weibchen  |sad
225 subadult. Weibchen sad
232 subadult. Weibchen sad
234 subadult. Weibchen sad
237 subadult. Weibchen sad
238 subadult. Weibchen sad
é;g ' subaduit. Weibchen sad o
243 subadult. Weibchen sad
254  |subadult. Weibchen sad
256 adultes Weibchen ad
2_67 - adultes Weibchen ad

simum

Bullen:

Nummer Name Alter Subadulte Mannchen:
220 Bulle ad 213 226 244
229 Bulle ad 216 230 250
240 Bulle ad 219 231 251
242 Bulle ad

247 Bulle ad
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Adulte Weibchen mit Jungtieren:
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9.3 Darstellung der Rohdaten

Anzahi der Loci (n), Population, Loci nach Primerkombinalion und Basenpaargrésse

benannt, Anzahl der Individuen in dieser Population (N), Frequenz der rezessiven

Allele (q),

Frequenz der

dominanten Allele (p),

Hetzerozygotiegrad (HET),

AusschiuBwahrscheinlichkeit (AUS) und kombinierte AusschluBwahrscheinlichkeit

(kA), Durchschnittswerte alier Werte:

Sudliches Breitmaulnashorn (CSS)-Zoopopulation: 69 Tiere

n Pop Locus N q p HET AUS kA
1 CS8S n02bp132 69 7020 .2980 .4184 0724 .0724
2 CSS n02bp148 69 .3185 .6815  .4341 .0070 .0789
3 CSS n02bp206 69 .6594 .3406 4492 0644 .1382
4 CSS n02bp208 69 .3612 .6388 4614 .0109 .1475
5 CSS n02bp226 69 .9089 .0911 .1656  .0622 .2005
6 CSS n02bp246 69 2692 7308 .3935 .0038 .2036
7 CS8S n02bp306 69 4663 5337 .4977 .0252 2237
8 CSS no02bp362 69 .BO76 .1924 .3108 .0818 .2872
9 CSS n02bp460 69 2085 .7915 .3301 .0015 .2883
10 CSS n02bp56 69 4964 5036 .5000 .0306 3101
11 CSS n02bp94 69 .7122 .2878 .4099 .0740 3612
12 CSS n03bp110 69 .7985 .2015 .3217 .0819 4135
13 CSS n03bp134 69 .9247 0753  .1393  .0551 .4458
14 CSS n03bp157 69 4663 5337 4977 .0252 4598
15 CSS n03bp220 69 5774 .4226 .4880 .0470 .4851
16 CSS n03bp390 69 .8076 .1824 3108 .0818 5273
17 CSS n03bp420 69 .7985 2015 3217 .0819 .5660
18 CSS n03bp68 69  .4815 .5185 .4993 .0279 .5781
19 CSS n04bp104 69 .4663 5337 4977 .0252 .5887
20 CSS n04bp112 69 .3807 .6193 .4715 .0130 .5941
21 CSS n04bp210 69 .4170 .5830 .4862 .0176 6012
22 (CSS n04bp346 69 9247 0753 1393 .0551 .6232
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

CSS
CsSs
CSS
CSS
CSsS
CSS
CSS
CSs
CSS
Css
CSS
CsSS
CSss
CsSs
Css
CSS
CSs
CsSs
Css
CSSs
CSsSs
CSsS
CsSs
CSsSs
Css
CSSs
CSS
CSS
CsSs
CsSSs
CSS
CSSs
CSss
CSS

n04bp604
n10bp104
n10bp231
n10bp264
n10bp266
n10bp285
n10bp292
n25bp104
n25bp130
n25bp192
n25bp374
n26bp136
n26bp171
n26bp298
n26bp300

n26bp61

n26bp71

n26bps4
n27bp274
n27bp290
n27bp298
n27bp324
n27bp368
n28bp220
n28bp222
n28bp224
n28bp297
n28bp338
n28bp491
n28bp493

n28bp69
n41bp224
n41bp226
n41bp257

69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69

.5898
1703
.6703
.6370
4170
.5384
4170
.9854
.3405
7518
4170
8427
.4504
9325
.8847
4170
.8706
.6255
7421
5647
9631
.3405
.6810
1204
.3405
.8928
.3612
.2692
3612
.6703
.9706
.7020
.3185
.2408

4102
.8297
.3297
.3630
.5830
.4616
.5830
.0146
.6595
.2482
.5830
.1673
.5496
.0675
.1183
.5830
.0294
3745
.2579
.4353
.0369
.6595
.3190
.8796
.6595
1072
.6388
.7308
.6388
.3297
.0294
.2980
.6815
75692

.4839
.2825
4420
4624
.4862
4971
.4862
.0288
.4491
3732
.4862
.2651
.4951
.1259
.2041
.4862
0571
.4685
.3828
4916
0711
.4491
.4345
2118
.4491
1914
4614
.3935
4614
.4420
.0571
.4184
4341
.3656

.0496
.0007
.0666
.0598
.0176
.0388
0176
.0138
.0089
.0793
.0176
.0793
.0226
.0510
.0706
.0176
.0261
.0573
.0782
.0443
.0318
.0089
.0686
.0002
.0089
.0681
0109
.0038
.0109
.0666
0261
0724
.0070
.0026

.6419
.6421
.6660
.6858
.6915
.7034
.7087
7127
7152
.7378
7424
.7629
.7682
.7800
.7956
.7992
.8044
.B156
.8301
.8376
.8427
.8441
.8548
.8549
.8561
.8659
.8674
.8679
.8693
.8780
.8812
.8898
.8906
.B90S

57 CSS n41bp258 69 .7518 .2482 3732 0793 .8995
58 CSS n41bp370 69 .3807 6193 .4715 .0130 .8008
59 (CSS n41bp372 69 .6810 .3190 4345 .0686 9076
60 CSS nd41bp4d4s 69 2949 7051 4158  .0053 .9081
61 CSS n41bp508 69 7708 2292 .3533 .0809 9156
62 CSS nd41bp57 69 .6810 .3190 .4345 .0686 .89214
63 CSS n41bp71 69 .B513 .1487 2532 .0781 .9275
64 CSS n52bp446 69 6370 .3630 .4624 .0598 9318
65 CSS n52bp75 69 .9631 .0369 0711 .0318 .9340
66 CSS n57bp249 69 .1703 .8297 .2825 .0007 .9340
67 CSS n57bp275 69 5517 4483 4947 0415 .9368
68 CSS n57bp458 69 5247 4753 .4988 .0360 9391
69 CSS n57bp90 63 9706 .0294 .0571 .0261 9406
70 CSS n59bp118 69 9168 .0832 1525 .0588 .9441
71 CSS n59bp190 69 9854 0146 .0288 .0138 .89449
72 CSS n59bp269 69 .8764  .1236 .2166 .0729 .9489
73 CSS n59bp413 69 .5898 4102 .4839 .0496 .9515
74 CSS n59bp4i15 69 .3405 .6595 .4491  .0089 .9519
75 CSS n59bp99 69 .8597 1403 .2412 0766 .9556
75 CSS 75. 69, 6046 .3954 3602 .0403 .9556
Suidliches Breitmaulnashorn (CSW)-Wildpopulation: 56 Tiere
n Pop Locus N q p HET AUS kA
1 CSW n02bp132 56.6124 .3876 .4747 0545 .0545
2CSW n02bp148 56 .3273 .6727 .4404 0077 .0618
3CSW n02bp181 56.9354 .0646 .1208 .0494 1082
4 CSW n02bp206 56.7071 2929 4142 0732 1735
5CSW n02bp208 56.3780 .6220 .4702 .0127 .1840
6 CSW n02bp226 56.8964 .1036 .1857 .0669 .2386
7 CSW n02bp246 56.1336 .8664 .2315 .0003 .2388
8 CSW n02bp306 56 .6944 .3056 .4244 .0710 .2929
9 CSW n02bp362 56.7319 .2681 3924 .0769 .3473
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10 CSW  n02bp56 56 .2673 7327 .3917 .0037 .3497
11 CSW n02bp94 56.7559 2441  .3690 .0797 .4015
12CSW n03bp110 56.5825 .4175 .4864 .0481  .4303
13CSW  n03bp134 56.9354 .0646 .1208 .0494  .4585
14 CSW n03bp157 56 .3536 .6464 .4571 .0101 .4639
15 CSW n03bp220 56 .5175 .4825 4994 .0346 .4825
16 CSW  n03bp390 56.9063 .0937 .1698 .0632 .5152
17 CSW  n03bp420 56 .8018 .1982 3179 .0819  .5549
18 CSW n03bp68 56 .6268 .3732 .4679 .0576 .5806
19 CSW  n04bp104 56 .3536 .6464 .4571 .0101  .5848
20CSW n04bp112 56 .4226 5774 4880 0184 5924
21 CSW n04bp210 56.1890 .8110 .3065 .0010 .5929
22 CSW n04bp346 56 .8557 .1443 .2470 0774 .6244
23 CSW n04bp604 56.6268 .3732 .4679 .0576 .6460
24 CSW n10bp104 56 .3536 .6464 .4571 0101 .6496
25CSW  n10bp231 56 .8557 .1443 2470 0774 6767
26 CSW n10bp264 56 5175 .4825  .4094 0346 .6879
27 CSW ni10bp266 56.4009 .5991 .4804 .0155 .6927
28 CSW n10bp285 56.5510 .4490 .4948 .0414 7054
29 CSW n10bp292 56 .4818 5182 4993 0279 .7137
30CSW  n25bp112 56.9820 .0180 .0354 .0168 .7184
31 CSW n25bp130 56 .4432 .5568 .4935 .0215 .7245
32CSW n25bp192 56.9910 .0090 .0178 .0087 .7269
33CSW n25bp374 56.6409 .3591 .4603 .0606 .7434
34 CSW n26bp136 56.6682 .3318 .4434 0661 7604
35CSW n26bp171 56.3536 .6464 .4571 .0101 .7628
36 CSW n26bp298 56 .8557 .1443 2470 .0774 7812
37 CSW  n26bp300 56.8238 .1762 .2904 .0812 .7989
38CSW n26bp61 56.1890 .8110 .3065 .0010 .7991
39CSW n26bp71 56.7906 .2094 .3311 .0818 .8156
40CSW n26bp84 56 .8018 .1982 .3179 .0819  .8307
41 CSW n27bp274 56.6814 3186 .4342 .0687 .8423
42 CSW n27bp290 56 .6814 .3186 .4342 .0687 .8531
43CSW n27bp324 56.2315 .7685 3558 .0022 .8535

44CSW n27bp36s 56.5175 .4825 4994  .0346  .8585
45CSW  n28bp222 56.2315 .7685 .3558 .0022 .8588
46 CSW n28bp224 56.9449 .0551 .1041 .0439 .8650
47 CSW  n28bp297 56.3536 .6464 .4571 .0101 .8664
48 CSW n28bp33s 56.4009 5991 .4804 .0155 .8685
49 CSW n28bp49t 56.1336 .8664 .2315 .0003 .8685
50CSW n28bpd93 56.7559 .2441 3690 .0797 .8790
51 CSW n35bp123 31.9504 .0496 .0943 .0405 .8839
52 CSW n35bp231 31.6720 .3280 .4408 .0669 .8917
53CSW n41bp224 56.6409 .3591 .4603 .0606 .8982
54 CSW n41bp226 56.4629 5371 .4972 .0247  .9007
55 CSW n41bp257 56.1890 .8110 .3065 .0010 .9008
56 CSW n41bp258 56.7559 .2441 3690 .0797 .9087
57 CSW n41bp370 56.4432 5568 .4935 .0215 .9107
58 CSW n41bp372 56.4818 .5182 .4993 .0279 .9132
59 CSW nd1bpa49 56.2988 .7012 .4190 .0056 .9137
60 CSW n41bp508 56.8238 .1762 .2904 .0812 9207
61 CSW n41bp57 56.5345 4655 .4976 .0380 .9237
62 CSW n41bp71 56.8864 .1136 .2014 .0701 .9290
63 CSW n52bpa46 56.6814 3186 .4342 .0687 .9339
64 CSW n52bp75 56.9063 .0937 .1698 .0632 .9381
65 CSW n57bp249 56.1336 .8664 .2315 .0003 .9381
66 CSW n57bp275 56.3536 .6464 .4571 .0101 .9387
67 CSW n57bp4a58 56.6124 .3876 .4747 .0545 9421
68 CSW n57bp90 56.8557 .1443 .2470 .0774  .9466
69 CSW n59bp118 56 .8660 .1340 .2321 .0754 .9506
70CSW n59bp190 56.9636 .0364 .0701 .0314 .9521
71 CSW  n59bp269 56.8345 1655 .2762 .0803 .9560
72CSW  n59bp4a13 56.6944 3056 .4244 0710 .9591
73CSW  n59bp415 56.4226 5774 4880 .0184 .9599
74CSW  n59bp99 56.5510 .4490 .4948 .0414 9615
74CSW 74, 56 5981 4019 3618 .0426 .9615
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n Pop Locus q p HET AUS kA
1CSC n02bp132 5.8944 1056 .1889 .0676 .0676
2CSC n02bp148 5.4472 6528 4944 0221 .0882
3CSC n02bp362 5.7746 2254 .3492 0811 .1622
4CSC n02bp635 5.4472 5528  .4944 0221 .1807
5CSC n02bp94 5.7746 2254 3492 .0811 2472
6 CSC n03bp68 5.6325 3675 .4649 .0588 2915
7CSC n04bp202 5.4472 5528 .4944 0221 3071
8CSC n04bp210 5.6325 .3675 .4649 .0588 .3479
9CSC n04bp245 5.8944 1056 .1889 0676 .3919

10CSC n10bp231 5.6325 3675 .4649 .0588  .4277
11 CSC n10bp264 5.7746 .2254 .3492 .0811 4741
12CSC n25bp112 5.7746  .2254 3492 .0811 5168
13CSC n25bp130 5.6325 3675 .4649 .0588 .5452
14CSC n25bp164 5.7746 .2254 .3492 .0811 5821
15CSC n25bp192 5.8944 1056 .1889 .0676 .6104
16 CSC n25bp262 5.4472 5528 .4944 0221 6190
17 CSC n25bp340 5.4472 .5528 .4944 .0221 .6274
18CSC n25bp374 5.4472 .5528 4944 0221 .6356
19CSC n25bp418 5.6325 3675 .4649 .0588 .6571
20CSC n26bp108 5.7746 .2254 .3492 .0811 .6849
21 CSC n26bp300 5.8944 1056 .1889 .0676 .7062
22 CSC n26bps4 5.6325 3675 .4649 .0588 .7235
23CSC n27bp176 5.7746 2254 .3492 .0811 .7459
24 CSC n27bp368 5.4472 5528  .4944 .0221 .7515
25CSC n27bp464 5.4472 5528 .4944  .0221 .7570
26 CSC n28bp236 5.7746 2254 3492 .0811 7767
27 CSC n41bp273 5.7746 2254 3492 .0811 .7948
28 CSC n41bp330 5.4472 5528 .4944 0221 7994
29CSC n41bp408 5.4472 5528 .4944 0221 .8038
30CSC n41bp71 5.4472 5528 .4944 0221 .8082
31 CSC n52bp281 5.6325 3675 .4649 0588 .B8194

32CSC n57bp162 5.4472 5528  .4944 .0221 .8234
33CSC n57bp249 5.8944 .1056 .1889 .0676  .8354
34CSC n57bp391 5.6325 .3675 .4649 .0588  .8450
35CSC n57bp385 5.6325 .3675 .4649 .0588 .B542
36 CSC n59bp124 5.7746 2254  .3492 .0811 .8660
37CSC  n59bp170 5.6325 .3675 .4649 0588 .8738
38CSC n59bp371 5 .6325 .3675 .4649 .0588 .8813
39 CSC n59bp413 5.6325 .3675 .4649 .0588  .8883
40 CSC n59bp415 5.6325 .3675 .4649 .0588 .8948
40CSC 40. 5. 6452 .3548 4103 .0545 .8948
Schwarzes Nashorn (DB): 20 Tiere
n Pop Locus N q p HET AUS kA
10B n02bp155 20 .4472 5528 4944  .0221 .0221
2DB n02bp170 20 .8660 .1340 .2321 .0754 .0958
3DB n02bp274 20.8944 1056 .1889 0676 .1569
4DB n02bp363 20.8367 .1633 .2733 .0800 .2244
5D8B n02bp427 20.9220 .0780 .1439 .0564 2681
6 DB n02bp4a54 20.8660 .1340 .2321 07564 .3233
70B n02bp554 20.6708 .3292 .4416 .0667 .3684
8 DB n02bp95s 20.2236 .7764 .3472 .0019 .3696
9D8 n03bp179 20 .6325 .3675 .4649 .0588 .4067
10DB n03bp195 20.3162 .6838 .4325 .0068 4107
11 DB n03bp265 20.9487 .0513 .0974 .0416  .4352
12D8B n03bp270 20.9220 .0780 .1439 .0564  .4671
13DB n03bp304 20 .8660 .1340 .2321 .0754 .5072
14 DB n03bp333 20.7416 .2584 .3832 .0782 .5458
1508 n03bp335 20.3873 .6127  .4746 .0138 5520
16 DB n03bp433 20 .8660 ,1340 .2321 .0764 5858
17 DB n03bp444 20.9220 .0780 .1439 .0564 .6091
18 DB n03bp456 20.3873 .6127 .4746 0138 6145
19 DB n03bp502 20.7071 2929 4142 0732 .6427
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20DB n03bp531 20.8944 1056 .1889 .0676 .6669
21 DB n03bp552 20.9487 .0513 .0974 .0416 .6807
22 DB n03bp69 20.9220 .0780 .1439 0564 .6987
23DB n04bp191 20.3162 .6838 .4325 .0068 .7008
24 DB n04bp242 20.9487 .0513 .0974 .0416 7132
25DB n04bp245 20.8944 1056 .1889 .0676 .7326
26 DB n04bp246 20.2236 .7764 3472 .0019 .7331
2708 n04bp352 20 .4472 5528 .4944 0221 7390
280B n04bp387 20.9220 .0780 .1439 .0564 .7537
29 0B n04bp48 20.6708 3292 .4416 .0667 .7702
30DB n04bp547 20.9487 0513 .0974 .0416 7797
3108 n10bpi28 20.3162 6838 .43256 .0068B .7812
3208 n10bp 156 20.8062 .1938 .3125 .0819 .7991
33DB n10bp158 20.3162 .6838 4325 .0068 .BOO5
34D8B n10bp169 20.8944 1056 .1889 .0676 .8140
3508 n10bp222 20.8367 .1633 .2733 .0B0OO .8289
36 DB n10bp224 20.2236 7764 3472 0019 .8292
3708 n10bp230 20.2236 .7764 3472 0019 .8295
380B n10bp269 20.4472 5528  .4944 0221 .8333
39D8B n10bp325 20.8062 .1938 .3125 .0819 .B470
40DB n10bp417 20.6708 3292 .4416 .0667 .8572
41DB n10bp437 20.8367 .1633 .2733 .0800 .8686
42 0B n25bp110 20.9487 0513 .0974 .0416 .8740
4308 n25bp121 20.7746 2254 3492 0811  .8843
44 DB n25bp154 20.6708 .3292 .4416 .0667 .8920
45 DB n25bp257 20.9487 .0513 .0974 .0416 .8965
46 DB n25bp258 20.7746 2254 3492 .0811 .9049
47 DB n25bp291 20.9220 .0780 .1439 .0564 9102
48DB n25bp304 20 .8660 .1340 .2321 .0754 9170
4908 n25bp57 20.7746 2254 3492 .0811 9237
50D8B n25bp75 20.8367 .1633 2733 .0800 .9298
5108 n26bp 109 20.3162 .6838 .4325 .0068 .9303
5208 n26bp133 20.5000 .5000 .5000 .0313 .9325
5308 n26bp158 20.2236 .7764 .3472 .0019 .9326

54 DB
55 DB
56 DB
57 DB
58 DB
59 DB
60 DB
61D8B
62 DB
63 DB
64 DB
65 DB
66 DB
67 D8
68 DB
69 DB
70 DB
71DB
72DB
73DB
74 DB
7508
76 DB
77 DB
78 DB
79DB
80 DB
81 DB
82 DB
8308B
84 DB
85 DB
86 DB
87 DB

n26bp197
n26bp282
n26bp287
n26bp423
n26bp430
n26bp446
n26bp48

n26bp51

n27bp158
n27bp160
n27bp415
n28bp117
n28bp135
n28bp162
n28bp198
n28bp246
n28bp279
n28bp445
n28bp491
n28bp89

n41bp124
n41bp134
n41bp253
n41bp296
n41bp303
nd41bp456
n41bp458
n41bpS01
n52bp115
n52bp187
n52bp130
n52bp200
n52bp206
n52bp306

.2236
.9220
.6708
.B660
.8062
.8367
.8367
.3162
.8944
.B062
8747
5916
.9220
3162
.3873

.6325

.89220
.6325
.2236
.89747
.8487
.8220

.9747

.9220
.5000

4472
.6325
7416
.9220
.3873
.2236
7071

4472
3162

7764
.0780
3292
.1340
.1938
.1633
.1633
.6838
.1056
.1838
.0253
.4084
.0780
.6838
.6127
.3675
.0780
.3675
.7764
.0253
.0513
.0780
.0253
.0780
.5000
.5528

.3675
.2584
.0780
6127
7764
2929
.5528
.6838

.3472
.1439
.4416
.2321
3125
.2733
2733
4325
.1889
3125
.0494
.4832
.1439
.4325
4746
.4649
.1439
4649
3472
.0494
.0974
.1439
.0494
.1439
.5000

4944
.4649
.3832
.1439
4746
.3472
4142
4944
4325

.0019
.0564
0667
.0754
.0819
.0800
.0800
.0068
.0676
.0819
.0229
.0500
.0564
.0068
.0138

.0568
.0564
.0588
.0019

.0229

.0416
.0564
.0229
.0564
.0313
.0221
.0588
.0782
.0564
.0138
.0019
.0732
.0221

.0068

.9328
.9366
.9408
.9452
.9497
.9538
.9575

9577

.9606

.9638

9647

9664
.9683
.9685
9690
.9708
9724
9741
9741
9747
9758
9771
9776
.9789
9796
.9800
9812
9827
.9836
.9839
.9839
9851
.9854
.9855
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88 DB n52bp481 20 .6325 3675 .4649 .0588 .9864
89 DB n52bp77 20.9487 0513 .0974 0416  .9869
90 DB n57bp126 20.2236 7764 3472 .0019 .9869
91 DB n57bp176 20.9220 .0780 .1433 .0564 9877
92 DB n57bp248 20.9487 .0513 .0974 .0416  .9882
93 DB n57bp285 20.8062 .1938 .3125 .0819 9892
94 DB n57bp57 20.8367 .1633 .2733 .0800 .9900
95 DB n59bp149 20.3162 .6838 .4325 .0068 .9901
96 DB n59bp 157 20.8660 .1340 .2321 0754  .9908
97 DB n59bp210 20 .8660 .1340 .2321 0754  .9915
98 DB n59bp256 20.5000 5000 .5000 .0313 .9918
99 DB n59bp258 20 .4472 5528 .4944 0221  .9920
100 DB n59bp286 20.9747 0253 .0494 0229 .9922
101 DB n59bp439 20.5916 4084 4832 0500 .9926
10208 n59bp443 20.3162 6838 4325 .0068 .9926
103 DB n59bp445 20.6708 .3292 .4416 .0667 .9931
104 DB n59bp85 20 .8944 .1056 .1889 .0676 .9936
105 D8 n59bp89 20.5000 .5000 .5000 .0313 .9938
106 DB n59bp95 20.3162 .6838 4325 .0068 .9938
106 DB 106. 20. .6785 .3215 .3089 .0464 9938
Indisches Panzernashorn (RU): 6 Tiere

n Pop Locus N q p HET AUS kA
1 RU n02bp229 6.4082 .5918 .4832 .0164 .0164
2RU n02bp314 6.5774 4226  .4880 .0470  .0626
3RU n02bp319 6.4082 .5918  .4832 .0164 .0780
4RU n02bp321 6.4082 .5918 4832 .0164 .0932
5RU n02bp361 6.8165 .1835 .2997 .0816 .1671

6 RU n02bp383 6.8165 .1835 .2997 .0816 .2351

7 RU n02bp449 6.9129 .0871 .1591 .0605 .2814
8 RU n02bp453 6.7071 2929 4142 0732 .3340
9RU n02bp519 6.7071 2929 4142 0732 .3827

10 RU
11 RU
12 RU
13 RY
14 RU
15 RU
16 RU
17 RU
18 RU
19 RU
20 RU
21 RU
22 RU
23 RU
24 RU
25RU
26 RU
27 RU
28 RU
29 RU
30RU
31 RU
32RU
33RU
34 RU
35 RU
36 RU
37 RU
38 RU
39 RU
40 RU
41 RU
42 RU
43 RU

n02bp64

n03bp214
n03bp242
n03bp334
n03bp346
n03bp436
n03bp64

n03bp99g

n04bp138
n10bp313
n10bp406
n25bp124
n25bp454
n26bp153
n26bp205
n26bp285
n27bp125
n27bp228
n27bp229
n27bp340
n27bp365
n27bp387
n27bp452
n27bp5s52
n27bp554
n27bp95

n28bp149
n28bp328
n28bp480
n28bp62

n28bp64

n41bp333
n41bpd488
n41bp511

7071
.8165
.7071
.4082
.4082
7071

7071
7071

.8165
.4082
.4082
5774
5774
9129
.4082
9129
7071

5774
5774
.8165
.8165
.4082
9129
5774
.8165
.8165
.4082
.7071

.4082
.8165
9129
9129
5774
.9129

.2929
.1835
.2929
.5918
5918
.2829
.2929
.2929
.1835
.5918
.5918
.4226
.4226
.0871
.5918
.0871
.2929
.4226
4226
.1835
.1835
.5918
.0871
4226
.1835
.1835
.5918
.2929
.5918
.1835
.0871

.0871

4226
.0871

4142
.2997
4142
.4832
.4832
4142
4142
4142
2997
.4832
.4832
.4880
.4880
.1591
.4832
.1591

4142
.4880
.4880
.2997
.2997
.4832
L1591

.4880
.2997
.2997
.4832
4142
.4832
.2997
1591

L1691

.4880
1591

.0732
.0816
.0732
.0164
.0164
.0732
.0732
.0732
.0816
.0164
.0164
.0470
.0470
.0605
.0164
.0605
.0732
.0470
.0470
.0816
.0816
.0164
.0605
.0470
.0816
.0816
0164
.0732
.0164
.0816
.0605
.0605
.0470
.0605

.4279
47486
5131
5211
.5289
.5634
.5954
.6250
.6656
.6613
.6668
.6825
.6974
7167
7204
7373
.75665
.7680
7789
.7969
.8135
.8165
.8276
.8357
.8491
.8614
.8637
.8737
.8758
.8859
.8928
.8993
.9040
.9098
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44 RU n52bp331 6.5774 4226 .4880 .0470 .9141
45 RU n52bp399 6.7071 .2929 .4142 0732 .9204
46 RU n52bp60 6.9129 .0871 .1591 .0605 .9252
47 RU n57bp107 6.8165 .1835 .2997 .0816 .9313
48 RU n57bp171 6.5774 4226 .4880 .0470 9345
49 RU n57bp191 6.4082 5918 .4832 .0164 .9356
50 RU n57bp193 6.7071 .2929 4142 0732 .9403
51 RU n57bp308 6.5774 4226 .4880 .0470 .9431
52 RU n57bp518 6.7071 .2929 .4142 0732 .9473
53 RU n57bp78 6.4082 5918 .4832 .0164  .9481
54 RU n59bp82 6.5774 4226 .4880 .0470 .9506
54 RU 54, 6. 6595 .3405 .3868 .0539 .9506

9.4 Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen

AFLP
APS
ATP
BSA
bp
csc
css
CswW

DB
DMSO
DNA
dNTP
EEP
RAPD
RFLP
RU
UPGMA

Amplified Fragment Length Polymorphism
Ammonium Persulfat
Adenosin-5'-triphosphat

Bovines Serumalbumin

basepairs (Basenpaare)

Ceratotherium simum cottoni (Nordliches Breitmaulnashorn)

Ceratotherium simum simum (Stdliches Breitmaulnashorn)

Ceratotherivm  simum  simum  (Sudliches
Wildpopulation

Diceros bicomis (Spitzmaulnashorn)
Dymethylsulfoxyd

Desoxyribonucleinsdure

DNA-Mononucleotide

Europaisches Erhaltungszuchtprogramm
Random Amplified Polymorphic DNA

Restriction Fragment Length Polymorphism
Rinoceros unicornis (Indisches Panzernashorn)

Unweighted Pair Group Method Average

Breitmaulnashorn)
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