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1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden auf einer regionalen geographischen Skala
innerhalb eines Untersuchungsgebietes in Sidost-Madagaskar Aspekte der
Biogeographie mehrerer Lemurenarten der Gattungen Microcebus (Mausmaki) und
Cheirogaleus (Katzenmaki) untersucht. Dabei wurden Fragestellungen auf drei
Ebenen bearbeitet:

e Welche Arten kommen in welchen Habitaten im Untersuchungsgebiet vor?

e Wie ist das geschlechtsspezifische Ausbreitungsverhalten einzelner Arten?

e Gibt es Beziehungen zwischen Landschaftsfaktoren und der genetischen

Populationsstruktur einzelner Arten?

Als Untersuchungsgebiet wurde die Region Fort Dauphin in Sidostmadagaskar
ausgewahlt, die aufgrund ihrer Lage und aufgrund des Reliefs eine fur Madagaskar
herausragende Variabilitat unterschiedlicher Waldtypen auf engem Raum aufweist.
In eigenen Feldarbeiten wurden an 18 Untersuchungsorten in der Region Fort
Dauphin Individuen der beiden untersuchten Gattungen aus mehreren Arten
gefangen und vermessen, und es wurden Gewebeproben fur genetische
Untersuchungen enthommen. Zusatzliches Probenmaterial aus dem
Untersuchungsgebiet und aus anderen Regionen Madagaskars wurde von weiteren
Wissenschaftlern zur Verfligung gestellt und an Museumsexemplaren entnommen.
Mit Hilfe der Gewebeproben wurden die meisten beprobten Individuen mit je nach
Fragestellung verschiedenen genetischen Markern typisiert. Bei 468 Individuen
wurde die mitochondriale Hypervariable Region | sequenziert, bei 48 Individuen das
Cytochrom b Gen, und 417 Individuen wurden mit je 8-11 Mikrosatellitenmarkern
typisiert. Die Mehrzahl der fur die Gattung Microcebus verwendeten
Mikrosatellitenmarker wurde, in Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlern, im
Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelt.

Im Untersuchungsgebiet wurden drei verschiedene Morphotypen der Gattung
Cheirogaleus beobachtet, die morphologisch C. medius, C. major und C. crossleyi
ahnelten. Unter Bezug auf eine kurzliche Revision dieser Gattung, war Sudost-
Madagaskar insbesondere fur C. crossleyi weit entfernt vom bekannten
Verbreitungsgebiet dieser Art. Die Individuen aus dem Untersuchungsgebiet wurden
mit Museumsexemplaren von mehreren Orten in Madagaskar und mit Feldproben
aus West-Madagaskar mit Hilfe genetischer Analysen unter Verwendung des
mitochondrialen Cytochrom b Gens verglichen. Die genetischen Daten lieferten
starke Unterstutzung dafur, dass zwei der drei Morphotypen C. medius und C. major
entsprechen. Der dritte Morphotyp wurde als genetisch eng verwandt mit C. crossleyi
befunden. Die Beobachtungen weisen auf eine isolierte Population in Sudost-
Madagaskar hin. Es wird vorgeschlagen, diesen dritten Morphotyp als C. crossleyi zu
identifizieren. Die populationsgenetischen und biogeographischen Uberlegungen, die
zu diesem Schluss fuhren, werden diskutiert.

Das Vorkommen der Microcebus-Arten M. griseorufus, M. murinus und M. rufus im
Untersuchungsgebiet war bereits aus der Literatur bekannt. Genetische Vergleiche
mit  publizierten Sequenzdaten unter Verwendung der mitochondrialen
Hypervariablen Region | als Marker bestatigten diesen Befund. Die Zuordnung von
M. rufus bleibt dabei vorlaufig, da publizierte Daten darauf hinweisen, dass diese Art
moglicherweise in mehrere Arten aufgeteilt werden muss. Im Untersuchungsgebiet
wurde ein Individuum als Hybrid aus M. murinus und M. griseorufus identifiziert.
Hybridisierung dieser Arten wurde bisher ausgeschlossen.
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Die zweite und dritte Fragestellung wurden anhand der Modellarten C. medius,
M. murinus und M. rufus bearbeitet. Die ersten beiden Arten kommen im
Untersuchungsgebiet nur in Waldfragmenten, die dritte in Waldfragmenten und
kontinuierlichem Wald vor. Bei M. murinus waren aus der Literatur genetische Belege
fur weibliche Philopatrie und male-biased dispersal von Populationen in West- und
Nord-Madagaskar bekannt. Bei M. rufus waren aus der Literatur Fang-Wiederfang-
Daten aus Ost-Madagaskar bekannt, die fir das gleiche Muster sprachen. Bei
C. medius gab es in der Literatur publizierte genetische Daten aus West-
Madagaskar, die fur mannliche Philopatrie und female-biased dispersal sprechen
konnten, dieses Muster aber nicht eindeutig belegen. Bei Populationen von
M. murinus und M. rufus in Waldfragmenten im Untersuchungsgebiet wurden
geographische Cluster verwandter mitochondrialer Haplotypen beobachtet, was fur
weibliche Philopatrie spricht. Die Verteilung mitochondrialer Haplotypen im
kontinuierlichen Habitat im Untersuchungsgebiet bei M. rufus konnte gegen dieses
Muster sprechen. Tests mit Mikrosatellitendaten belegen flr beide Arten aber
weibliche Philopatrie und male-biased dispersal. Als Ursache fur die Prasenz je
mehrerer genetisch distanter Matrilinien an zwei Orten im kontinuierlichen Habitat bei
M. rufus wird die moglicherweise enorme GroRe der dort lebenden Population
diskutiert. Dadurch ist es moglicherweise nicht zu einer vollstandigen Separation von
Matrilinien gekommen. Bei C. medius in Waldfragmenten im Untersuchungsgebiet
wurden keine geographischen Cluster verwandter Haplotypen beobachtet, was
gegen weibliche Philopatrie sprechen konnte. Tests auf der Grundlage von
Mikrosatelliten-Daten liefern Hinweise auf mannliche Philopatrie und female-biased
dispersal, aber kein eindeutiges, signifikantes Ergebnis. Als Ursache dafur wird die
mogliche Prasenz von Jahrlingen, die vor der Abwanderung noch bei ihren Eltern
leben, im Datensatz diskutiert. Das Gesamtbild der Befunde spricht fur mannliche
Philopatrie und female-biased dispersal.

In Korrelationen genetischer und geographischer Distanzen wurde bei den drei
Modellarten ,isolation by distance® bestatigt. Partielle Korrelationen von genetischen
Distanzen und einem Parameter fur die Waldfragmentation unter Kontrolle der
geographischen Distanz ergaben bei allen Modellarten signifikante Beziehungen.
Eine durchgefuhrte F-Statistik ergab allerdings keine Hinweise auf eine starke
genetische Strukturierung. Es wurden keine Hinweise auf Inzucht in fragmentierten
Populationen beobachtet. Mehrere Verfahren zur Beschreibung der Variabilitat an
Mikrosatellitenallelen in einzelnen Populationen ergeben deutliche Hinweise auf
Fragmentationseffekte bei M. murinus und M. rufus in Waldfragmenten. Im
kontinuierlichen Habitat wurde bei M. rufus eine hohere Variabilitat beobachtet als in
Waldfragmenten. Bei M. murinus wurde in einem groReren Kustenwald zunachst
eine ahnliche Variabilitdt beobachtet wie in einer Gruppe Kkleinerer
Kustenwaldfragmente. In den einzelnen kleineren Fragmenten ist die Variabilitat
allerdings jeweils deutlich geringer als in dem gréReren Wald. Uberdies ist sie
zwischen den einzelnen kleineren Waldfragmenten sehr unterschiedlich. Als Ursache
fur die niedrigere Variabilitdt in einigen kleineren Waldfragmenten wird deren
geringere Vernetzung untereinander diskutiert. Die Beobachtungen bei M. murinus in
einer Gruppe von Kistenwaldfragmenten kénnten mit einer Metapopulationsdynamik
mit wiederholten Rekolonisierungen einzelner Waldfragmente erklart werden.
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2 Einleitung

Aufbau dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit folgt im Wesentlichen einer klassischen Gliederung in
Zusammenfassung, Einleitung, Methoden, Ergebnisse und Diskussion. Ein Abschnitt
der Arbeit wurde bereits publiziert. In diesem Abschnitt wird die Entwicklung
genetischer Marker beschrieben. Dieser Abschnitt ist nach dem Kapitel 3 ,Methoden*
als Kapitel 4 ,lsolation neuer Mikrosatelltenmarker und Anwendung bei vier
Mausmaki-Arten (Microcebus sp.)“ dargestellt. Ein weiterer Teil der Arbeit wurde
bereits zur Publikation eingereicht. In diesem Teil der Arbeit werden Katzenmaki-
Arten mit Hilfe genetischer und morphologischer Vergleiche taxonomisch
charakterisiert. Eine der dort charakterisierten Arten wird als Modellart in den
weiteren Abschnitten der Arbeit verwendet. Der Abschnitt ist deshalb als
geschlossene Einheit als Kapitel 6 ,Biogeographie von Katzenmakis (Cheirogaleus
spp.): Genetische Hinweise flr unerwartete Muster in Sidost-Madagaskar” zwischen
den Kapiteln 5 ,Ergebnisse” und 7 ,Diskussion® eingefugt. Um Redundanzen zu
vermeiden, wird innerhalb der Arbeit teilweise auf diese beiden Kapitel verwiesen.
Zum Beispiel werden Methoden, die nur im Rahmen des Kapitels 6 verwendet
wurden, dort dargestellt. An den entsprechenden Stellen im Kapitel 3 ,Methoden®
wurden Verweise eingefugt.

Artdiversitat in den Gattungen Microcebus und Cheirogaleus

Lemuren der Gattungen Microcebus und Cheirogaleus kommen in Waldern in ganz
Madagaskar vor. Bis vor einigen Jahren wurde allgemein angenommen, dass beide
Gattungen je zwei oder drei Arten enthielten, die groRraumig vikariieren. Fur beide
Gattungen wurde eine Biogeographie angenommen, die sich an den
Hauptvegetationszonen Madagaskars, laubabwerfender Trockenwald im Westen,
Dornbusch im Suden und immergriuner Regenwald im Osten, orientierte. Nach
Tattersall (1982) und Petter und Petter-Rousseaux (1979) kommt Microcebus
murinus entlang der Westkuste und im Suden bis nach Fort Dauphin, Microcebus
rufus entlang der Ostkiste sudlich bis Fort Dauphin vor. Fir die Gattung
Cheirogaleus wurde ein ahnliches Muster angenommen, wobei Cheirogaleus medius
entlang der Westkiste und im Siden bis Fort Dauphin und Cheirogaleus major
entlang der Ostkuste sudlich bis Fort Dauphin vorkommen sollte (z.B. Martin 1972a,
Tattersall 1982, Petter und Petter-Rousseaux 1979). Einige Autoren (Petter et al.
1977, Petter und Petter-Rousseaux 1979, Jenkins 1987) unterteilten die Art
Cheirogaleus major noch in eine ndérdliche und eine sudliche Unterart, C. major
crossleyi und C. major major.

In den letzten Jahren stellte sich mehr und mehr heraus, dass die Artdiversitat beider
Gattungen wesentlich hoéher ist, als friher angenommen. In beiden Gattungen
wurden mehrere Arten neu- und wiederbeschrieben (Schmid und Kappeler 1994,
Zimmermann et al. 1998, Rasoloarison et al. 2000, Yoder et al. 2000, Groves 2000).
Dabei wurde fur keine der beiden Gattungen Madagaskar vollstandig bearbeitet.

Insbesondere Rasoloarison et al. (2000) und Yoder et al. (2000) bearbeiteten die
Gattung Microcebus in Nord-, West- und Sidmadagaskar intensiv morphologisch
und genetisch. Fur einen gro3en Teil Madagaskars existiert damit ein weitmaschiges
Netz an Datenpunkten Uber die Diversitat innerhalb dieser Gattung. Ostmadagaskar
wurde bisher nur punktuell genetisch (Yoder et al. 2000) und morphologisch (Atsalis
et al. 1996) bearbeitet. Innerhalb der Gattung Microcebus sind zurzeit sieben Arten
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bekannt. Zum Beispiel hat die Art M. murinus ein grofl3es Verbreitungsgebiet in West-
und Sudmadagaskar, innerhalb dessen weitere Arten mit begrenzten
Verbreitungsgebieten regional sympatrisch mit M. murinus vorkommen.

Innerhalb der Gattung Cheirogaleus wurden in einer Revision durch Groves (2000),
die ausschliel3lich auf der morphologischen Untersuchung von Museumsmaterial
beruhte, sieben Arten anerkannt. Das von Groves (2000) untersuchte Material
stammte von zahlreichen Orten in Madagaskar. Der sudliche Teil der 0Ostlichen
Regenwalder war aber z.B. nicht reprasentiert. Im Vergleich mit den bis dahin
bekannten Daten z.B. Uber Waldtypen und Cheirogaleus-Arten in
Sludostmadagaskar, lieR die von Groves vorgeschlagene Biogeographie einige
Fragen offen. So berichteten Martin (1972a) und Feistner und Schmid (1999) das
Vorkommen von C. major in humiden Waldern der Anosy-Bergkette bei Fort Dauphin
nahe dem 25. Breitengrad, wahrend Groves (2000) davon ausging, dass die sudliche
Verbreitungsgrenze von C. major weiter noérdlich beim 23. Breitengrad liege, und
dass Fort Dauphin in der Dornbuschzone gelegen sei.

Lokale Studien an einzelnen Populationen

Parallel zu der Uberregionalen Untersuchung der Artdiversitat in den Gattungen
Microcebus und Cheirogaleus gab es auch intensive lokale Studien an einzelnen
Populationen einzelner Arten. Insbesondere in Arbeiten zum Paarungssystem und
zum geschlechtsspezifischen Ausbreitungsverhalten wurden dabei z. T. auch
populationsgenetische Ansatze verfolgt.

Die soziogenetische Struktur von C. medius und M. murinus wurden innerhalb
einzelner intensiv untersuchter Populationen z.B. von C. medius (Fietz et al. 2000)
und M. murinus (Wimmer et al. 2002) im Kirindy-Wald, Morondava, West
Madagaskar und von M. murinus in Ampijoroa, sudlich von Mahajanga, Nordwest-
Madagaskar (Radespiel et al. 2001b, Radespiel et al. 2003) untersucht. Fredsted et
al. (2004) erweiterten die Arbeit von Wimmer et al. (2002) Gber M. murinus auf eine
Untersuchungsflache von 12.3 km? kontinuierlichen Trockenwaldes.

Atsalis (2000) fand Hinweise auf male-biased dispersal in einer Population von
M. rufus im Ranomafana-Nationalpark in Ostmadagaskar mit Hilfe von Fang-
Wiederfang-Techniken. Genetische Daten uber das geschlechtsspezifische
Ausbreitungsverhalten von M. rufus liegen bisher nicht vor.

Regionaler Ansatz der vorliegenden Arbeit

Mit den erwahnten Arbeiten existieren auf Iokaler Ebene einige
populationsgenetische Studien an einzelnen intensiv untersuchten Microcebus- und
Cheirogaleus-Populationen. Auf Uberregionaler Ebene wurde die Artdiversitat und
Biogeographie von Microcebus- und Cheirogaleus-Arten auf der Grundlage von
weitmaschigen Probennahmen in groRen Teilen Madagaskars in Kombination mit
lokalen Studien bearbeitet.

In der hier vorliegenden Arbeit zur Populationsgenetik und Biogeographie von
Microcebus- und Cheirogaleus-Arten wurde ein regionaler geographischer Ansatz
verfolgt. Innerhalb einer begrenzten Region wurden mehrere Microcebus- und
Cheirogaleus-Arten an 23 Probennahmeorten untersucht. Dabei wurden
Fragestellungen auf drei Ebenen bearbeitet:
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e Welche Arten kommen in welchen Habitaten vor?

e Wie ist das geschlechtsspezifische Ausbreitungsverhalten einzelner Arten?

e Gibt es Beziehungen zwischen Landschaftsfaktoren und der genetischen
Populationsstruktur einzelner Arten?

Die erste Fragestellung stellt eine Grundvoraussetzung zur Bearbeitung der zweiten
und dritten Fragestellung dar. Die Neu- und Wiederbeschreibungen von
Cheirogaleus- und Microcebus-Arten der letzten Jahre haben gezeigt, dass mehr
Arten existieren als friher angenommen, und dass deren Verbreitungsgebiete zum
Teil begrenzt sind. Die geographische Heterogenitat innerhalb der beiden Gattungen
ist damit groRer als frUher angenommen. Um Modellorganismen auswahlen zu
kénnen, anhand derer die zweite und dritte Fragestellung bearbeitet werden konnte,
musste zunachst geklart werden, wie hoch die Artdiversitat auf der gewahlten
geographischen Skala war.

Die zweite und dritte Fragestellung zielen auf eine Beschreibung der Verteilung
genetischer Variabilitat im Raum innerhalb einzelner Arten. Diese wird unter anderem
bestimmt durch mikroevolutionare Krafte wie Drift und Migration. Drift und Migration
werden durch soziale und 6kologische Faktoren bestimmt. Neben anderen ist das
geschlechtsspezifische Ausbreitungsverhalten von Tieren ein sozialer Faktor der die
Verteilung genetischer Variabilitdt im Raum entscheidend beeinflusst.
Landschaftsfaktoren, die das AusmalR von Migration und die effektive
PopulationsgroRe lokaler Deme beeinflussen sind z.B. Habitatfragmentation und
Ausbreitungsbarrieren. Zur Bearbeitung der dritten Fragestellung wurde in der
vorliegenden Arbeit unter anderem ein maternal vererbter genetischer Marker
eingesetzt. Die Beantwortung der zweiten Fragestellung liefert damit wichtige
Hintergrundinformation zur Interpretation der gewonnen Daten bei der Bearbeitung
der dritten Fragestellung.

Untersuchungsgebiet

Als Untersuchungsgebiet wurde die Region Fort Dauphin in Sudostmadagaskar
ausgewahlt. Diese Region weist aufgrund ihrer Lage und aufgrund des Reliefs eine
fur Madagaskar herausragende Variabilitat unterschiedlicher Waldtypen auf engem
Raum auf. Die Region ist gepragt von einer Gebirgskette, die von kontinuierlichem
Regenwald bedeckt ist und die Region in eine niederschlagsreiche dstliche und eine
trockene westliche Halfte unterteilt. Der Gebirgskette vorgelagert existiert eine Reihe
von Kiustenwaldern, die durch anthropogene Einflisse und natirliche Barrieren in
zahlreiche Fragmente unterschiedlicher Grof3e gegliedert ist. Im westlichen Teil der
Region  herrscht  Dornbuschvegetation mit  Galeriewaldern vor. Das
Untersuchungsgebiet ist im Kapitel 3 ,Methoden® (S.22ff.) ausfuhrlicher
beschrieben.

Existierende Literatur Uber die im Untersuchungsgebiet vorkommenden Arten

Vor Beginn der Arbeit existierten lickenhafte Vorinformationen Uber die in der Region
Fort Dauphin vorkommenden Microcebus- und Cheirogaleus-Arten. Martin (1972b)
beobachtete in der Region Fort Dauphin M. murinus im Kustenwald und M. rufus in
den nahe gelegenen Waldern der Bergketten. Aus einer Umweltvertraglichkeitsstudie
(Lewis Environmental Consultants 1992) war zusatzlich bekannt, dass im nérdlichen
Teil der Kistenwalder der Region, in Ste. Luce, M. rufus vorkam. Rasoloarison et al.
(2000) erhoben die fruher beschriebene Unterart Microcebus minor griseorufus
(Kollmann 1910) auf Artniveau auf der Grundlage eines Neotyps aus Sudwest-
Madagaskar. Rasoloarison et al. (2000) hielten das Vorkommen der Art
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M. griseorufus in Sud- und Sudost-Madagaskar fir moglich, so dass ein Vorkommen
im westlichen, trockenen Teil der Region Fort Dauphin denkbar war. Nach Beginn
des Projekts beschriecben dann Yoder et al. (2002) das Vorkommen von
M. griseorufus im Dornbusch und von M. murinus im Galeriewald in Berenty im
westlichen Teil des Untersuchungsgebietes.

Martin (1972a) berichtete das Vorkommen von C. major in den humiden Waldern der
Abhange der Anosy-Bergkette nahe Fort Dauphin und von C. medius in den nahe
gelegenen Kistenwaldern. Feistner und Schmid (1999) berichteten das Vorkommen
von C. major in den humiden Waldern der Réserve Naturelle Intégrale d’Andohahela
(Anosy-Bergkette, nahe Fort Dauphin, Sidost-Madagaskar). Groves (2000) ging
dagegen in seiner Revision der Gattung Cheirogaleus davon aus, dass in der Region
Fort Dauphin nur eine Cheirogaleus-Art, C. adipicaudatus vorkame.

Initiale Probennahme-Strategie

Aufgrund der lickenhaften und zum Teil widersprtchlichen Vorinformation tber die in
der Region Fort Dauphin vorkommenden Arten umfasste die initiale Probennahme-
Strategie alle Hauptvegetationseinheiten: Dornbusch, Galeriewald, Regenwald der
Bergkette und verschiedene Kustenwalder. Das Ziel war, zunachst festzustellen,
welche Arten in welchen Habitaten vorkommen, und bei welchen Arten eine
Beprobung madglich war, die die Bearbeitung der Fragestellungen erlaubte.

Eigene Beobachtungen fuhrten zu einer Vertiefung der ersten Fragestellung

Innerhalb der hier vorliegenden Arbeit wurden in der Region Fort Dauphin drei
distinkte Cheirogaleus-Morphotypen beobachtet, die Groves’ (2000) Beschreibungen
der Arten C. medius, C. major und C. crossleyi ahnelten. Diese Beobachtungen
widersprachen den von Groves (2000) angegebenen Verbreitungsgebieten dieser
Arten. Insbesondere das Vorkommen von C. crossleyi in der Region war unerwartet.
Da die Revision der Gattung Cheirogaleus durch Groves (2000) auf der
morphologischen Charakterisierung von Museumsexemplaren beruhte, existierten
keine genetischen Vergleichsdaten fur die meisten der sieben anerkannten
Cheirogaleus-Arten. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die im Feld
untersuchten Tiere nicht fir morphologische Untersuchungen getotet werden, so
dass eine morphologische Charakterisierung nur eingeschrankt maoglich war. Auf
dieser Grundlage entstand ein Teilprojekt zur kombinierten morphologischen und
genetischen taxonomischen Charakterisierung der im Untersuchungsgebiet
beobachteten Cheirogaleus-Morphotpyen durch Vergleich mit von Groves (2000)
charakterisierten Museumsexemplaren und weiterem Probenmaterial. Dieses
Teilprojekt ist als geschlossene Einheit im Kapitel 6 ,Biogeographie von Katzenmakis
(Cheirogaleus spp.): Genetische Hinweise fur unerwartete Muster in Sidost-
Madagaskar” dargestellt.

Auswahl von Modellarten

Nachdem genugend eigene Daten uber die Verbreitung einzelner Microcebus- und
Cheirogaleus-Arten im Untersuchungsgebiet vorlagen, wurden drei Modellarten
ausgewahlt, die geeignet erschienen, um die Fragestellung nach Beziehungen
zwischen Landschaftsfaktoren und der genetischen Populationsstruktur zu
bearbeiten. Ein herausragendes Strukturelement der Region Fort Dauphin ist die
Prasenz von Kustenwaldern, die eine eigenstandige phytogeographische Einheit
bilden (Ratsivalaka-Randriamanga 1987; Lowry und Faber-Langendoen 1991). Sie
sind in zahlreiche Waldfragmente unterschiedlicher Grolke gegliedert und liegen in
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unmittelbarer Nahe zu dem kontinuierlichen Wald der Bergketten. Als Modellarten
wurden deshalb drei Kustenwald-bewohnende Arten ausgesucht: Microcebus rufus
wurde in den Kistenwaldern von Ste. Luce, einem isolierten humiden Waldfragment
im Lavasoa-Gebirge und im kontinuierlichen humiden Wald der Bergketten
beobachtet. Diese Verbreitung erlaubte einen Vergleich von Populationen im
kontinuierlichen Wald mit Populationen in Waldfragmenten. Microcebus murinus
wurde in zwei Kiustenwald-Gebieten beobachtet, die einen Vergleich eines groflien
Kistenwaldes mit einer Gruppe kleiner Fragmente ermdglichten. Cheirogaleus
medius wurde in allen Kistenwaldgebieten der Region und im Lavasoa-Gebirge,
z. T. sympatrisch mit M. murinus, z. T. sympatrisch mit M. rufus beobachtet. Diese
Verbreitung erlaubte ein grofiraumigeres Sampling als die der beiden Microcebus
Arten und einen Vergleich zwischen je zwei Arten in einem Kustenwaldgebiet.

Geschlechtsspezifisches Ausbreitungsverhalten: Vergleichende
Rekonstruktion von Genflissen zwischen Populationen mit maternal und
biparental vererbten Markern, sex-biased dispersal

Begriffsdefinition:

Unter dem englischen Begriff dispersal wird hier die permanente Bewegung eines
Individuums vom Ort seiner Geburt zu dem Ort, wo es sich fortpflanzt oder sich
fortpflanzen wirde, wirde es uberleben und einen Fortpflanzungspartner finden,
verstanden (Howard 1960, Endler 1977). Dieses dispersal findet haufig zwischen den
Geschlechtern unausgewogen statt. Hierfur wird der Begriff des sex-biased dispersal
eingefuhrt (Greenwood 1980). Dabei sind die Individuen des einen Geschlechts
Uberwiegend philopatrisch, das heil3t, sie pflanzen sich am Ort ihrer Geburt fort. Die
Individuen des anderen Geschlechts wandern Uberwiegend vor der Fortpflanzung ab.
Uberwiegend mannliche Abwanderung wird hier male-biased dispersal, Giberwiegend
weibliche Abwanderung female-biased dispersal genannt.

Bei vielen Saugerarten einschlielllich der Primaten herrscht das Ausbreitungsmuster
der weiblichen Philopatrie und des male-biased dispersal vor (Greenwood 1980,
Pusey und Packer 1987).

Sex-biased dispersal kann mit Hilfe von maternal und biparental vererbten
genetischen Markern nachgewiesen werden. Gleichzeitig ist die Kenntnis des
vorherrschenden geschlechtsspezifischen Ausbreitungsverhaltens eine
Voraussetzung dafur, populationsgenetische Daten interpretieren zu kdnnen. Ein Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, Beziehungen zwischen Landschaftsfaktoren und der
genetischen Populationsstruktur einzelner Arten zu untersuchen. Um diese
Fragestellung sinnvoll bearbeiten zu kénnen, war es deshalb zunachst notwendig zu
klaren, ob bei den untersuchten Arten sex-biased dispersal vorliegt, und welches
Geschlecht jeweils philopatrisch ist.

Aus der vorliegenden Literatur konnte diese Frage nur fur die Modellart Microcebus
murinus geklart werden, wahrend fur M. rufus und Cheirogaleus medius bisher keine
abschliefenden Befunde vorliegen:

M. murinus lebt solitdr und territorial, wobei sich die Territorien je mehrerer
Mannchen und Weibchen Uberschneiden. Mannchen schlafen tagsuber allein oder in
Zweiergruppen, wahrend Weibchen stabile Schlafgemeinschaften bis zu vier
Individuen bilden (Martin 1973, Radespiel et al. 1998, Schmid 1998, Eberle und
Kappeler 2002).

Wimmer et al. (2002) beobachteten eine unregelmafige Verteilung mitochondrialer
Haplotypen auf M. murinus Individuen im Kirindy-Wald. Dabei wiesen 80 % der
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Individuen, die meisten davon Weibchen und Jungtiere, einen gemeinsamen
Haplotyp auf, wahrend seltene Haplotypen fast ausschliel3lich bei einzelnen adulten
Mannchen auftraten. Mikrosatelliten-Daten zeigten dabei eine Uberdurchschnittlich
enge Verwandtschaft unter Weibchen mit Uberlappenden Territorien und zugleich
keine Anzeichen von Inzucht, was auf weibliche Philopatrie und male-biased
dispersal hindeutet (Wimmer et al. 2002). Radespiel et al. (2001b) beobachteten bei
M. murinus in Ampijoroa mit Hilfe von Mikrosatellitenmarkern genetisch eng
miteinander verwandte Weibchen innerhalb von Schlafgruppen und geringere
raumliche Abstande in Dyaden genetisch eng verwandter Weibchen als in
gemischtgeschlechtlichen oder rein mannlichen Dyaden. Mit Hilfe von Fang-
Wiederfang-Daten aus derselben Population konnten Radespiel et al. (2003) zeigen,
dass Mannchen weiter und haufiger als Weibchen vor der Reproduktion abwandern.
In ihrer groRraumigeren Untersuchung im Kirindy-Wald beobachteten Fredsted et al.
(2004) eine uberwiegend raumlich geklumpte Verteilung von M. murinus-Individuen.
Wie bereits von Wimmer et al. (2002) beschrieben, traten mehrere mitochondriale
Haplotypen nur bei Mannchen auf, was fur mannliche Einwanderung in die
Population spricht. Tagliche und maximale zurlckgelegte Distanzen waren bei
Mannchen signifikant groRer als bei Weibchen. Beides spricht fir male-biased
dispersal (Fredsted et al. 2004). Im Gegensatz zu Mannchen zeigten Weibchen mit
gleichem Haplotyp eine Tendenz zu raumlicher Aggregation, was fur weibliche
Philopatrie spricht (Fredsted et al. 2004). Allerdings traten innerhalb raumlicher
Aggregate von Weibchen teilweise genetisch sehr distante Haplotypen gemischt auf.
Offensichtlich ist es in der von Fredsted et al. (2004) untersuchten Population auf der
untersuchten geographischen Skala trotz weiblicher Philopatrie und male-biased
dispersal nicht zum Prozess des mitochondrialen lineage-sorting gekommen.

Bei M. rufus im Ranomafana-Nationalpark in Ostmadagaskar beobachtete Atsalis
(2000) in einer Fang-Wiederfang-Untersuchung uber 16 Monate, dass der Anteil der
Weibchen die in den ersten und letzten vier Monaten der Untersuchung gefangen
wurden, mit 29,9 % wesentlich groRer war als der der Mannchen mit 9,7 %.
Individuen, die wahrend der Untersuchung neu in der Population auftauchten, waren
Uberwiegend Mannchen. Atsalis (2000) diskutiert male-biased dispersal als Erklarung
fur diese Ergebnisse. Genetische Daten uUber das geschlechtsspezifische
Ausbreitungsverhalten von M. rufus liegen bisher nicht vor.

Cheirogaleus medius lebt in kleinen Familiengruppen, die aus den Eltern und den
Nachkommen aus dem aktuellen Jahr und dem Vorjahr bestehen (Muller 1998,
Mualler 1999, Fietz 1999a, Fietz 1999b). Fietz et al. (2000) beobachteten eine hohe
Rate von 44 % der Jungtiere, die nicht von ihren sozialen Vatern gezeugt worden
waren. Der Fis-Wert fur Mannchen war dabei positiv, der fur Weibchen negativ. Als
eine von mehreren Erklarungsmadglichkeiten fur diese Befunde diskutieren Fietz et al.
(2000) female-biased dispersal und mannliche Philopatrie. Dies konnte erklaren,
warum Mannchen in die Aufzucht von Jungen investieren, die nicht von ihnen
abstammen: Fietz et al. (2000) beobachteten mehrere Falle wo Mannchen aus
benachbarten Territorien die Vater von Jungtieren waren. Bei der Aufzucht der
Jungen wurden soziale Vater demnach immerhin in die Nachkommen ihrer
Verwandten investieren, wenn mannliche Philopatrie herrscht (Fietz et al. 2000).

Vor diesem Hintergrund ergab sich die Fragestellung des geschlechtsspezifischen

Ausbreitungsverhaltens insbesondere fur die Modellarten M. rufus und C. medius.
Der regionale Ansatz der vorliegenden Arbeit erdffnete zur Bearbeitung dieser

18



Fragestellung Maoglichkeiten, insbesondere unter Verwendung eines maternal
vererbten genetischen Markers, die in populationsgenetischen Studien an einzelnen
Populationen nur eingeschrankt zur Verfigung stehen:

Bei dem bei vielen Saugerarten vorliegenden Muster der weiblichen Philopatrie und
des male-biased dispersal kommt es durch den Prozess des lineage-sorting (z. B.
Neigel und Avise 1986) zum lokalen Aussterben von Matrilinien und damit zu einer
geographischen Differenzierung unterschiedlicher Clades von untereinander
verwandten Haplotypen. Werden Individuen an mehreren Orten mit einem maternal
vererbten mitochondrialen Sequenzmarker typisiert, dann sind bei weiblicher
Philopatrie geographische Cluster mitochondrialer Haplotypen zu erwarten. Das
heil3t, dass z.B. in phylogenetischen Rekonstruktionen auftretende clades
geographischen Orten zugeordnet werden kdnnen. Derartige Ergebnisse wurden bei
Arten mit weiblicher Philopatrie und male-biased dispersal beobachtet, z. B. beim
Pottwal (Physeter macrocephalus) (Lyrholm und Gyllensten 1998), bei der Grinen
Meerkatze (Cercopithecus aethiops) (Shimada 2000) und bei verschiedenen
Macaca spp. (z. B. Hoelzer et al. 1994, Melnick und Hoelzer 1992, Perwitasari-
Farajallah et al. 1999). Arten mit Migration von Weibchen zwischen Populationen, bei
denen ein Fehlen geographischer Cluster mitochondrialer Haplotypen beobachtet
wurde, sind z. B. das Schottische Moorschneehuhn (Lagopus lagopus scoticus)
(Piertney et al. 2000) und der Mantelpavian (Papio hamadryas hamadryas) (Hapke et
al. 2001).

Neben einem maternal vererbten genetischen Marker wurden in der vorliegenden
Arbeit auch biparental vererbte Mikrosatellitenmarker eingesetzt. Mehrere statistische
Verfahren wurden zur Beantwortung der Fragestellung des geschlechtsspezifischen
Ausbreitungsverhaltens der Modellarten eingesetzt. Dabei wurden z. T. die beiden
Markersysteme vergleichend betrachtet.

Beziehungen zwischen geographischen und genetischen Strukturen: Effekte
der Waldfragmentation

Im Rahmen dieser Fragestellung wurde in der vorliegenden Arbeit anhand von drei
Modellarten Beziehungen zwischen der Verteilung genetischer Variabilitat im Raum
und Landschaftsfaktoren gesucht.

Ein herausragendes Strukturelement der Region Fort Dauphin ist die Prasenz der
Kistenwalder, die eine eigenstandige phytogeographische Einheit bilden
(Ratsivalaka-Randriamanga 1987; Lowry und Faber-Langendoen 1991) und in
zahlreiche Waldfragmente unterschiedlicher GrofRe gegliedert sind. DarUber hinaus
liegen die Kustenwalder in unmittelbarer Nahe zu dem kontinuierlichen Wald der
Anosy- und Vohimena-Bergkette. Die starke Strukturierung des Habitats Kustenwald
wurde deshalb als beispielhafter Landschaftsfaktor ausgewahlt, um nach
Beziehungen zwischen genetischen Populationsstrukturen und Landschaftsfaktoren
zu untersuchen.

Unter Fragmentation wird der Prozess der Zerteilung groRer zusammenhangender
Habitate in Fragmente verstanden (Wilcove und May 1986, Lovejoy et al. 1986). Die
Waldfragmente in der Region Fort Dauphin sind zum Teil durch natirliche Barrieren
wie Gewasser und Feuchtgebiete voneinander getrennt. Zum anderen Teil ist eine
anthropogene Fragmentation fruher groRerer und moglicherweise starker vernetzter
Waldflachen die naheliegendste Erklarung fir die heutige Landschaftstruktur.
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Habitatfragmentation kann, abhangig vom Grad der Vernetzung durch Migration, zu
einer genetischen Differenzierung zwischen geographisch getrennten Populationen
fuhren. Bei starker Isolation geographisch begrenzter Populationen kann es, z. B.
durch fluktuierende PopulationsgroRen, zu genetischer Drift und damit zu einem
Verlust genetischer Variabilitat kommen. Durch den Verlust von genetischer
Variabilitdt kann die Anpassungsfahigkeit an wechselnde Umweltbedingungen
eingeschrankt und damit das Aussterberisiko erhéht werden (Beardmore 1983).
Habitatfragmentation wird zu den Hauptursachen des Aussterbens von Arten gezahlt
(Wilcox und Murphy 1985, Dobson 1996, S. 33-57). Im Extremfall kdnnen in kleinen
isolierten Populationen Inzuchteffekte auftreten, was z.B. zu einem signifikanten
Heterozygotendefizit fihren wirde. Diesem Aspekt wird in der Naturschutzbiologie
aufgrund der Gefahr der Inzuchtdepression eine grof3e Aufmerksamkeit zuteil (z. B.
Primack 1995, S. 320-322). Dabei kommt es zu verminderter Reproduktion und
schwacheren oder sterilen Nachkommen, was durch die vermehrte Expression
nachteiliger Allele erklart wird (z.B. Selander 1983, Charlesworth und Charlesworth
1987). Frankham (1994) zeigte allerdings, dass Inzuchteffekte madglicherweise ein
wenig geeigneter Indikator fir die Uberwachung der Uberlebensfahigkeit von
Populationen darstellen, da das Austerberisiko bereits erheblich erhoht sein kann,
wenn Inzuchteffekte nachgewiesen werden kénnen.

Als Ubergeordnete Fragestellung wurde anhand der drei Modellarten M. murinus,
M. rufus und C. medius untersucht, ob Beziehungen zwischen der Verteilung der
genetischen  Variabilitdt im Raum und der Waldfragmentation im
Untersuchungsgebiet bestehen. Im Rahmen dieser Fragestellung wurden detaillierte
Hypothesen Uber die Situation einzelner Populationen und Uber Beziehungen
zwischen Populationen entwickelt. Diese Hypothesen wurden dann mit
verschiedenen populationsgenetischen Verfahren gepruft. Vor der Entwicklung dieser
Hypothesen musste zunachst die geographische Situation und die genaue
Verbreitung der Modellarten im Untersuchungsgebiet geklart werden. Da die
Informationen, die der Ableitung der detaillierten Hypothesen zur Waldfragmentation
zugrunde liegen, teilweise erst als Ergebnis der vorliegenden Arbeit entstanden sind,
ist die Herleitung dieser Hypothesen im Kapitel 7 ,Diskussion® (S. 167 ff.) dargestellt.

Bei den drei Modellarten wurde mit populationsgenetischen Verfahren auf mehreren
Ebenen die Verteilung genetischer Variabilitat im Raum untersucht. Es wurde
gepruft, ob Inzuchteffekte sichtbar sind. Der Grad der genetischen Strukturierung
wurde untersucht. Durch Vergleiche von genetischen, geographischen und
Ookogeographischen Distanzmatrizes wurde nach Beziehungen zwischen genetischer
Variation und Landschaftsfaktoren gesucht. Die Variabilitdt an Mikrosatellitenallelen
einzelner Populationen wurde mit mehreren Verfahren untersucht.

Im Verlauf der Analyse stellte sich heraus, dass eine Untersuchung der genetischen
Strukturierung mit Hilfe der F-Statistik nur eingeschrankt aussagekraftig war, da
moglicherweise die vorhandene Situation zu stark von dem der F-Statistik zugrunde
liegenden Inselmodell abweicht.

Deshalb wurde der Untersuchung der allelischen Variabilitat an Mikrosatellitenloci ein
besonderes Gewicht eingeraumt. In genetischen Untersuchungen von fragmentierten
Populationen von z.B. Leontopithecus rosalia im brasilianischen Kistenregenwald
(Grativol et al. 2001), von verschiedenen Kleinsdugern in Waldfragmenten in
Thailand (Srikwan und Woodruff 2000) und von Moskitos auf den Hawaii-Inseln
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(Fonseca et al. 2000) wurde beobachtet, dass die Variabilitat vorhandener
Mikrosatellitenallele schneller abgenommen hatte als die Heterozygotierate. Dieses
Muster ist auch theoretisch zu erwarten, da genetische Drift zunachst vor allem zu
einem starken Verlust seltener Allele fuhrt, die wenig zur Heterozygotierate beitragen
(Maruyama und Fuerst 1985). Damit konnte die Variabilitit an Mikrosatelliten-
Allelelen ein hoch sensitiver Parameter sein, der es erlaubt, Fragmentationseffekte
nachzuweisen, bevor der extreme Zustand eines signifikanten Heterozygotendefizits
erreicht wird und damit bereits eine erhebliche Aussterbegefahr besteht.

Die Anzahl an Mikrosatellitenallelen in einer Population ist allerdings eine schwer
beschreibbare Grolke, da die beobachtete Anzahl an Allelelen stark von der
StichprobengrolRe abhangt. Insbesondere der Vergleich von Stichproben
unterschiedlicher Grole stellt eine erhebliche Schwierigkeit dar. Hier wurden in der
vorliegenden Arbeit neue Madoglichkeiten erprobt, die allelische Variabilitat von
Populationen zu beschreiben und zu vergleichen.
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3 Methoden

Untersuchungsgebiet und Probennahme

Die Region Fort Dauphin (Tolagnaro) in Sudost-Madagaskar ist gepragt durch einen
dramatischen Klimagradienten von der ostmadagassischen Zone immergrinen
Regenwaldes zur sudmadagassischen Zone des laubabwerfenden Dornbusches.
Abb. 1 zeigt die Lage der Region Fort Dauphin in Madagaskar und eine
Ubersichtskarte der Region. Abb. 2 und Abb. 3 zeigen Detailkarten der Region Fort
Dauphin. Die westlich bzw. nordwestlich von Fort Dauphin endenden Anosy- und
Vohimena-Bergketten bilden eine Barriere fur aus ostlicher Richtung in die Region
ziehende Wettersysteme und fuhren so zu einer scharfen Unterteilung der Region in
eine niederschlagsreiche Ostliche und eine niederschlagsarme westliche Halfte
(Donque 1972, S. 136, Ratsivalaka-Randriamanga 1985). Diesem Gradienten in Ost-
West-Richtung ist - in geringerem Ausmal - ein Gradient von niederschlagsreich zu
niederschlagsarmer in Nord-Sud-Richtung Uberlagert (Goodman et al., 1997, S. 5).
Niederschlagsdaten aus der Region Fort Dauphin sind nur unvollstandig und
teilweise lickenhaft vorhanden. Zum ,Beispiel betragt der jahrliche Niederschlag in
Fort Dauphin 1500 - 1800 mm, in Nahampoana, 7 km nérdlich von Fort Dauphin,
2130 mm und in Behara, 60 km westlich von Fort Dauphin, 530 mm (Paulian et al.
1973; Donque 1975; Goodman et al. 1997).

In der vorliegenden Arbeit wurden Standorte in der Region Fort Dauphin mit
unterschiedlichen Vegetationstypen untersucht. Diese Vegetationstypen werden hier
entsprechend Goodman et al. (1997) definiert:

Subarider Dornbusch und Galeriewald

Am westlichen Ful3 der Anosy-Bergkette liegt ein schmaler Streifen von
Ubergangswald, der in der hier vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurde.
Unmittelbar westlich dieser Vegetationszone liegt die Zone des subariden
Dornbusches auf meist lateritischen, selten sandigen Bdden (Abb. 1, gelb-braun
schraffiert). Der jahrliche Niederschlag ist geringer als 700 mm. Die Vegetation
besteht aus laubabwerfenden Xerophyten, teilweise mit sukkulenten Eigenschaften.
Die Blatter der meisten Arten sind klein. Der Waldboden ist stark sonnenbeschienen.
(Lowry und Faber-Langendoen 1991 und Goodman et al. 1997). Standorte dieses
Typs sind Mv und Be (Abb. 1, Tab. 1). Innerhalb des Dornbusches kommt an
teilweise regelmalig austrocknenden Flusstalern halb-immergriner Galeriewald
(Standort Be, Abb. 1, Tab. 1) vor. Die hier vorkommenden schattenspendenden
Baumarten werfen nur selten all ihre Blatter ab und geben empfindlicheren
Pflanzenarten im Unterwuchs Schutz. Der Ubergang zwischen Galeriewald und
Dornbusch ist meist scharf (Goodman et al. 1997).

Humider Wald niedriger Hohenstufe

Dieser Waldtyp kommt unterhalb von 800 m G.N.N. auf lateritischen Boden mit Uber
1000 mm jahrlichem Niederschlag vor. Die Kronenhdhe reicht GUber 20 m und die
grofRten Baume erreichen 100 cm Durchmesser in Brusthohe. Diese Vegetationsform
kommt in der Region Fort Dauphin in den niedrigeren Lagen der Vohimena- und
Anosy-Bergketten vor, die innerhalb der Region Fort Dauphin eine kontinuierliche
Waldbedeckung haben. Untersuchte Standorte sind An, Mt und Fa (Abb. 1 und Abb.
2, Tab. 1).
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Kistenwald

Entlang der Kuistenlinie von Sudostmadagaskar liegt eine Kette von Kiustenwaldern
die eine eigene phytogeographische Einheit bilden (Ratsivalaka-Randriamanga 1987,
Lowry und Faber-Langendoen 1991). Diese Walder liegen auf sandigen Bodden,
weniger als 40 m G.N.N. mit mehr als 1000 mm jahrlichem Niederschlag. Die
Kronenhohe ist 10-15 m. Die grof3ten Baume haben Durchmesser in Brusthohe von
weniger als 50 cm. Die Kustenwalder sind durch Gewasser und Feuchtgebiete sowie
durch anthropogenen Einfluss stark fragmentiert. Innerhalb des
Untersuchungsgebietes liegen die Kustenwalder von Ste. Luce, Mandena und Petriky
(Abb. 1, Abb. 2 und Abb. 3, Tab. 1). Der Kistenwald von Petriky (Pe) hat nach Lowry
und Faber-Langendoen (1991) aufgrund deutlich geringerer jahrlicher Niederschlage
eine eigenstandige, von anderen Kustenwaldern abweichende floristische
Zusammensetzung. Niederschlagsdaten fir diesen Standort existieren allerdings
nicht.

Vegetation des Lavasoa-Gebirges

Eine Sonderstellung in der Region nimmt das der Anosy-Kette sudlich vorgelagerte
Lavasoa-Gebirge ein, dessen hdchste Erhebung 823 m erreicht. Die Vegetation
dieses Gebietes ist wenig untersucht. In ihrer Karte der verbleibenden primaren
Vegetation von Madagaskar definieren Du Puy und Moat (1996) die gesamte
Waldvegetation des Lavasoa auf der Grundlage von Satellitenbildern und einer
geologischen Karte als immergrinen, dstlichen Kistenwald auf Sockelgestein. In
ihrer Definition der Vegatationsklasse "6stlicher Kiustenwald" erwahnen du Puy und
Moat (1996) dagegen nur Wald auf Sandbdden. Nach eigenen Beobachtungen und
nach Ramanamanjato (pers. Mitteilung) existiert im Gebiet des Lavasoa ein
gemischtes Muster von trockenerem Ubergangswald und humidem Wald
entsprechend der Exposition. Die trockeneren Bereiche des Lavasoa sind heute fast
vollstandig anthropogen entwaldet. In den hochgelegenen Wassereinzugsgebieten
einzelner Taler existieren schluchtwaldartige Waldreste, z.B. der untersuchte
Standort Amboavola (Am, Abb. 1, Abb. 2, Tab. 1). Die Vegetation an diesem
Standort ahnelt in der floristischen Zusammensetzung dem humiden Waldtyp. Die
Kronenhohe ist allerdings sehr uneben und die meisten Baume haben geringere
Durchmesser als 100 cm in Brusthéhe. Der Standort wird hier als humider Wald
klassifiziert.

Untersuchte Arten und Herkunft des Probenmaterials

Im Untersuchungsgebiet wurden sechs Arten der Familie Cheirogaleidae untersucht:
Cheirogaleus crossleyi, C. major, C. medius, Microcebus griseorufus, M. murinus und
M. rufus. Zusatzlich wurde ein untersuchtes Individuum als Hybrid der Arten M.
griseorufus und M. murinus identifiziert (M. murinus X griseorufus). Von den
untersuchten Individuen wurden im Rahmen von Feldarbeiten Gewebeproben zur
genetischen Untersuchung entnommen. Zusatzlich wurden Gewebeproben von
Museumsexemplaren und von im Freiland gefangenen Tieren aus anderen Regionen
Madagaskars untersucht. Abb. 1, Abb. 2 und Abb. 3 stellen die geographische
Herkunft aller untersuchten Individuen der einzelnen Arten dar. Tab. 1 stellt alle
Herkunftsorte von Probenmaterial mit geographischen Koordinaten und fir die Orte
in der Region Fort Dauphin den Vegetationstyp dar.
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Abb. 1 Untersuchungsgebiet in Sidostmadagaskar, beprobte Arten und Herkunft zusétzlichen
Probenmaterials

Links: Lage des Untersuchungsgebietes in Madagaskar und Herkunft zusatzlichen Probenmaterials.
Rechts: Ubersichtskarte des Untersuchungsgebietes in der Region Fort Dauphin. Schematische
Darstellung auf der Grundlage topographischer Karten (F.T.M., 1961a, 1961b, 1979, 1990, 1991).
Gelb-Braun-schraffiert: niederschlagsarme westliche Dornbusch-Region. Die Schraffur stellt
lediglich die biogeographische Region, nicht die tatsachliche Vegationsbedeckung dar. Griin: humider
immergriner Wald und Kiistenwald. Die aktuelle Waldbedeckung der Region weicht z. T. von der in
den verwendeten topographischen Karten dargestellten ab. Die Waldflachen der Anosy- und
Vohimena-Bergketten wurden deshalb nur schematisch dargestellt. Die in den Karten dargestellte
Waldflache im Lavasoa-Gebirge (Am) wurde grau dargestellt, da die aktuelle Waldbedeckung
erheblich geringer ist. Grun ist dort nur die untersuchte Waldflache (Am) dargestellt. Im
Klstenwaldgebiet Mandena wurden eine kirzlich abgebrannte und eine mit exotischen Baumarten
bepflanzte Waldflache grau dargestellt (s. Abb. 3). Blau: Gewasser.

Die Nummern 1-7 in der Karte von Madagaskar (links) und die abgekirzten Ortsbezeichnungen (z.B.
»-Am") in der Karte der Region Fort Dauphin (rechts) entsprechen den Ortsbezeichnungen in Tab. 1.
Die bei den Untersuchungs- bzw. Herkunftsorten angegebenen Arten beziehen sich auf das in der
vorliegenden Arbeit untersuchte Probenmaterial. An einzelnen Orten vorkommende, aber nicht
beprobte Arten der Familie Cheirogaleidae sind nicht dargestellt. cf: Die als ,Cheirogaleus medius*
bezeichnete Museumsprobe aus Ankarana (2, linke Karte) konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
eindeutig dieser Art zugeordnet werden.
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Fort Dauphin

20 km

Abb. 2 Detailkarte der Region Fort Dauphin, beprobte Arten

Schematische Darstellung auf der Grundlage topographischer Karten (F.T.M., 1961a, 1961b, 1979,
1990, 1991). Grin: humider immergriner Wald und Kistenwald. Die aktuelle Waldbedeckung der
Region weicht z. T. von der in den verwendeten topographischen Karten dargestellten ab. Die
Waldflachen der Anosy- und Vohimena-Bergketten wurden deshalb nur schematisch dargestellt. Die
in den Karten dargestellte Waldflache im Lavasoa-Gebirge wurde grau dargestellt, da die aktuelle
Waldbedeckung erheblich geringer ist. Grin ist dort nur die untersuchte Waldflache (Am) dargestellt.
Im Kiustenwaldgebiet Mandena wurden eine kirzlich abgebrannte und eine mit exotischen Baumarten
bepflanzte Waldflache grau dargestellt (s. Abb. 3). Blau: Gewasser. Die abgekirzten
Ortsbezeichnungen (z.B. ,Am") entsprechen den Ortsbezeichnungen in Tab. 1.

Die bei den Untersuchungsorten angegebenen Arten beziehen sich auf das in der vorliegenden Arbeit
untersuchte Probenmaterial. An einzelnen Orten vorkommende, aber nicht beprobte Arten der Familie
Cheirogaleidae sind nicht dargestellt.
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Abb. 3 Detailkarte der Kiistenwalder von Mandena, beprobte Arten

Schematische Darstellung auf der Grundlage einer topographischen Karte (F.T.M. 1990). Grin:
humider immergriiner Kistenwald. Grau: Flache zwischen den Waldflachen ,M16“ und ,M20%
exotischer Baumbestand. Flache ,M3% im Jahr 1999 komplett abgebrannter Kistenwald. Blau:
Gewasser. Die abgekirzten Ortsbezeichnungen (z.B. ,M1") entsprechen den Ortsbezeichnungen in
Tab. 1.

Die bei den Untersuchungsorten angegebenen Arten beziehen sich auf das in der vorliegenden Arbeit
untersuchte Probenmaterial. An einzelnen Orten vorkommende, aber nicht beprobte Arten der Familie
Cheirogaleidae sind nicht dargestellt.
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Tab. 1 Untersuchungsorte und beprobte Arten

Ort Kirzel S O Veg. Ccr Cma Cme Mg Mm MmXg Mr
unbekannt ? +M +G +G

Morondava/ 1 20,067 44,650 T +

CFPF

Ankarana 2 13,3 48,3 +M

lharana 3 13,4 50,0 +M

(Vohémar)

Maroantsetra 4 14,9 50,2 +M

Nosy Boraha (lle 5 * * +M

Ste. Marie)

Forét de 6 18,417 48,750 +M

Sihanaka

Mahanoro 7 19,8 48,8 +M

Amboavola Am 25,079 46,764 H + + +
Andohavondro An 24,987 46,729 H + +
Ankilivalo Ank 25,115 46,695 P +

Berenty Be 25,017 46,307 D +

Berenty Be 25,001 46,298 G +

Farafara Fa 24,851 47,008 H + +
Ivorona v 24,841 46,945 H +

Mandena M1 24,942 47,105 K +

Mandena M4 24,948 47,030 K +

Mandena M5 24,945 47,029 K +

Mandena M6 24,942 47,023 K +

Mandena M7 24,936 47,030 K +

Mandena M13 24,967 47,002 K +

Mandena M15 24,956 46,999 K + + +

Mandena M16 24,953 46,992 K + +

Mandena M20 24,941 46,998 K +

Manantantely Mt 24,983 46,927 H + +
Mahavelo Mv 24,765 46,154 D +

Petriky Pe 25,061 46,873 K + +

Ste Luce S1 24,895 47,112 K +

Ste Luce S7 24,758 47,153 K +
Ste Luce S8 24,775 47,150 K + +
Ste Luce S9 24,773 47,171 K + +
Ste Luce S17 24,804 47,162 K +

Ort: Untersuchungsort / Herkunft von Probenmaterial; CFPF: Centre de Formation Professionelle
Forestiére; Kirzel: Abkurzung des Ortsnamens; S: sldlicher Breitengrad (Dezimalgrad); O:
Langengrad (Dezimalgrad); Veg.: Vegetation (D: subarider Dornbusch, G: fluBbegleitender
Galeriewald im Dornbusch, H: humider Wald niedriger Hohenstufe, K: Kistenwald, P: Plantage im
Siedlungsbereich, T: laubabwerfender Trockenwald); Ccr: C. crossleyi; Cma: C. major; Cme: C.
medius; Mg: M. griseorufus; Mm: M. murinus; MmXg: Hybrid aus M. murinus und M. griseorufus; Mr:
M. rufus; untersuchtes Probenmaterial: +: Ohrbiopsie, Feldarbeit; +M: Gewebeprobe,
Museumsmaterial; +G: Gewebeprobe, Gene Bank of Primates des Deutschen Primatenzentrums.
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Feldarbeiten

Die meisten Probennahmeorte in der Region Fort Dauphin wurden im Rahmen
eigener Feldarbeiten selbst aufgesucht (Tab. 2). Umfangreiches Probenmaterial von
den gleichen und von =zusatzlichen Orten wurde von zahlreichen weiteren
Bearbeitern zur Verfligung gestellt (Tab. 2 und Tab. 3). Die eigenen Feldarbeiten
wurden im Rahmen von drei Aufenthalten durchgefuhrt: Oktober 2000 bis Januar
2001, Juni bis November 2001 und Oktober bis Dezember 2002.

Tab. 2 Herkunftsorte von Probenmaterial und Bearbeiter

Ort Kirzel Bearbeiter

unbekannt ? Gene Bank of Primates, DPZ; PBZT, Hapke
Morondava/CFPF 1 Fietz

Ankarana 2 PBZT, Hapke

Iharana (Vohémar) 3 ZMB, Hapke

Maroantsetra 4 PBZT, Hapke

Nosy Boraha (lle Ste. 5 PBZT, Hapke

Marie)

Forét de Sihanaka 6 ZMB, Hapke

Mahanoro 7 PBZT, Hapke

Amboavola Am Hapke

Andohavondro An Hapke

Ankilivalo Ank Hapke

Berenty Be Ganzhorn, Hapke

Berenty, Galeriewald Be Hapke

Farafara Fa Ralison, Hapke

Ivorona Iv Ralison, Rakotonirainy, Andriamazava, Randrianatoandro
Mandena M1 Hapke

Mandena M4 QMM, Ganzhorn, Hapke

Mandena M5 QMM, Ganzhorn, Hapke

Mandena M6 Hapke

Mandena M7 Ernest

Mandena M13 Lahann, Roger, Tantely, Schiiller, Riidel
Mandena M15 QMM, Ganzhorn, Schiitte, Hapke
Mandena M16 Bakoly, Lahann, QMM, Ganzhorn, Hapke
Mandena M20 QMM, Ganzhorn, Schiller, Riidel
Manantantely Mt Hapke

Mahavelo Mv Hapke

Petriky Pe Bakoly, QMM, Ganzhorn, Schmid, Hapke
Ste Luce S1 Hapke

Ste Luce S7 Ernest

Ste Luce S8 Ernest, Hapke

Ste Luce S9 QMM, Ganzhorn, Schitte, Hapke

Ste Luce S17 Hapke

Ort: Untersuchungsort / Herkunft von Probenmaterial; CFPF: Centre de Formation Professionelle
Forestiére; Kurzel: Abkirzung des Ortsnamens; DPZ: Deutsches Primatenzentrum; PBZT: Parc
Botanique et Zoologique Tsimbazaza, Antananarivo, Madagaskar; ZMB: Museum fir Naturkunde,
Berlin; QMM: QIT Madagascar Minerals. Die angegebenen Bearbeiter haben an den angegebenen
Orten selbststandig Untersuchungen durchgefihrt, Tiere gefangen, Gewebeproben entnommen und
teilweise Tiere morphologisch untersucht. Wo ,Hapke® als Bearbeiter angegeben ist, waren zahlreiche
weitere Helfer an den Arbeiten beteiligt (s. Danksagung).
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Tab. 3 Untersuchte Individuen unterschiedlicher Arten, Bearbeiter

Bearbeiter Ccer Cma Cme Mg Mm MmXg Mr Summe
Lahann 1 1
Schmid 2 2
Gene Bank of Primates, DPZ 1 1 2
Ralison, Rakotonirainy, 1 2 3
Andriamazava, Randrianatoandro

Lahann, Roger, Tantely 3 3
Schitte 2 2 4
PBZT, Hapke 4 1 5
Fietz 5 5
Bakoly 1 6 7
ZMB, Hapke 1 1 7
Ernest 18 11 2 31
Schller, Ridel 33 33
QMM, Ganzhorn 1 2 109 1 113
Hapke 7 22 63 16 97 1 97 303
Summe 7 29 92 18 263 1 104 514

Angegeben ist die Anzahl jeweils beprobter Individuen fiir einzelne Arten. Die angegebenen
Bearbeiter haben an den jeweiligen Orten selbststandig Untersuchungen durchgefiihrt, Tiere
gefangen, Gewebeproben entnommen und teilweise Tiere morphologisch untersucht. Wo ,Hapke*® als
Bearbeiter angegeben ist, waren zahlireiche weitere Helfer an den Arbeiten beteiligt (s. Danksagung).
DPZ: Deutsches Primatenzentrum; PBZT: Parc Botanique et Zoologique Tsimbazaza, Antananarivo,
Madagaskar; ZMB: Museum fir Naturkunde, Berlin, QMM: QIT Madagascar Minerals; Ccr: C.
crossleyi; Cma: C. major; Cme: C. medius; Mg: M. griseorufus; Mm: M. murinus; MmXg: Hybrid aus
M. murinus und M. griseorufus; Mr: M. rufus.

Fang der Tiere

Zum Fang der Tiere wurden Sherman- (LFA, 7,6 cm x 8,9cm x 22,9cm; H. B.
Sherman Traps, Inc., Tallahassee, FL 32303 USA) und Tomahawk- Lebendfallen
(Model 204, 50,8 cm x 17,8 cm x 17,8 cm, PO Box 323 Tomahawk, WI 54487, USA)
eingesetzt. Beim Einsatz von Sherman-Fallen wurde typischerweise ein
regelmaRiges Gitter von 100 Fallenstandorten im Abstand von 25 m angelegt. Dazu
wurden, ausgehend von einer Grundlinie, 20 senkrechte Fanglinien im Abstand von
25 m mit je 100 m Lange markiert. Wo die ortlichen Gegebenheiten eine solche
Anordnung nicht zulielRen, weil das Gelande zu unwegsam war, wurden stattdessen
Fallen im Abstand von 25 m entlang langerer, durchgehender Transekte aufgestellt.
Sherman-Fallen wurden immer in etwa 1 m Hohe Uber dem Boden aufgestellt.
Tomahawk-Fallen wurden mit Hilfe von Seilen in 3-10 m Hohe in der Baumkrone
platziert. Typischerweise wurden 30 Tomahawk-Fallen im Abstand von 25 m entlang
eines Transektes aufgestellt. Alle Fallen wurden am Spatnachmittag mit
Bananenstiucken bekddert und am frihen Morgen kontrolliert. Microcebus wurde fast
ausschlieBlich mit Sherman-Fallen, Cheirogaleus fast ausschlie3lich mit Tomahawk-
Fallen gefangen.

Entnahme von Gewebeproben und Morphologische Untersuchung

Die Entnahme von Gewebeproben und die morphologische Untersuchung der Tiere
ist im Kapitel 6 ,Biogeographie von Katzenmakis (Cheirogaleus spp.): Genetische
Hinweise fur unerwartete Muster in Stdost-Madagaskar®, S. 132 ff. fur Cheirogaleus
spp. beschrieben. Microcebus spp. wurden analog bearbeitet. Zahlreiche Individuen
wurden von mir und R. Ernest vermessen. Nachdem wir unser Vorgehen soweit
vereinheitlicht hatten, dass gleiche Ergebnisse erzielt wurden, wurden von R. Ernest
auch selbststandig Tiere vermessen. Morphometrische Daten von anderen
Untersuchern wurden nicht in die Auswertung einbezogen. Die Entnahme von
Gewebe aus Museumspraparaten ist ebenfalls im Kapitel 6 S. 137 beschrieben.
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Genetische Methoden

Die Isolation von DNA aus Gewebeproben wurde mit Hilfe des QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) entsprechend den Herstellerempfehlungen
durchgefuhrt. Bei der Isolation von DNA aus Gewebe von Museumsexemplaren
wurde das Verfahren modifiziert (Kap. 6 , S.138 ff.).

Als genetische Marker wurden die mitochondriale Hypervariable Region |, das
mitochondriale Cytochrom b Gen und 20 Mikrosatellitenloci eingesetzt. Primer fur die
mitochondrialen Marker wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit etabliert.
Mikrosatellitenmarker fur Microcebus spp. wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit entwickelt. Sieben Mikrosatellitenmarker fur C. medius wurden von Fietz et al.
(2000) ubernommen. Ein zusatzlicher Mikrosatellitenmarker fur C. medius wurde von
Fietz und Schwiegk (unverdffentlicht) Gbernommen.

C. medius, M. griseorufus, M. murinus und M. rufus wurden mit der mitochondrialen
Hypervariablen Region| und jeweils 8 - 11 Mikrosatellitenmarkern typisiert. C.
crossleyi, C. medius und C. major wurden mit dem mitochondrialen Cytochrom b-
Gen typisiert. Tab. 8 stellt die Anzahl an jeweils untersuchten Individuen nach Art, Ort
und Markersystem aufgeschlUsselt dar.

Mitochondriale Hypervariable Region |

Cheirogaleus medius

Zunachst wurde von zwei C. medius Individuen (C4, S9 und C5, Pe) die gesamte
mitochondriale Kontrollregion amplifiziert. Dazu wurden von der menschlichen
mitochondrialen Sequenz (Anderson et al., 1981, NCBI GenBank Accession:
V00662) abgeleitete Primer verwendet, die in konservierten Sequenzabschnitten
liegen: HO0598 (5'-TAAACATTTTCAGTGTATTGCTTT-3’) im Phe-tRNA Gen und L
15997 (5-CACCATTAGCACCCAAAGCT-3’) im ProtRNA Gen. ,H* und ,L®
bezeichnen hier den schweren (heavy) und leichten (light) Strang des
mitochondrialen Genoms; die Nummern bezeichnen die 3 Position in der
mitochondrialen Sequenz nach Anderson et al. (1981) (NCBI GenBank Accession:
V00662).

Durch Vergleich der gewonnenen Sequenzen mit einem Alignment der konservierten
Region der mitochondrialen Kontrollregion mehrerer Primatenarten die aus dem
publizierten Alignment von Lanave et al. (1999) enthommen wurden, wurde die
konstante Region der mitochondrialen Kontrollregion in den C. medius-Sequenzen
identifiziert und zwei H-Strang Primer mit 85 und 105 bp Abstand zur Hypervariablen
Region | abgeleitet (Tab. 4: CMEH1COIN und CMEH1COAU). L-Strang-Primer
wurden im Cytochrom b Gen mit Hilfe von Cytochrom b-Sequenzen von C. medius
und C. major (Roos, pers. Mitteilung) definiert (Tab. 4. CMEH1CBAU und
CMEH1CBIN).

Die duReren Primer CMEH1COAU und CMEH1CBAU wurden dann als PCR-Primer
eingesetzt. Die beiden inneren Primer CMEH1COIN und CMEH1CBIN wurden am 5'-
Ende mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert und als Sequenzierprimer eingesetzt. Die
damit gewonnenen Sequenzen enthielten einen Teil des Cytochrom b Gens, die Thr-
und Pro-tRNA Gene, die Hypervariable Region| und einen Teil der konstanten
Region der mitochondrialen Kontrollregion. Die beobachtete Struktur der tRNA Gene
und die Variabilitat der Hypervariablen Region | bei verschiedenen Individuen wurden
dann als Bestatigung dafur genutzt, dass mit den eingesetzten Primern tatsachlich
mitochondriale Sequenzinformation gewonnen wurde.
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Microcebus spp.

Zu den C. medius- Primern fur die Hypervariable Region | analoge ,Nested-Primer-
Systeme® fur M. griseorufus, M. murinus und M. rufus wurden aus publizierten
Sequenzen des Cytochrom b Gens und eines Teils der mitochondrialen
Kontrollregion (Yoder et al. 2000) von allen bekannten Microcebus spp. abgeleitet
(Tab. 4). Analog zu C. medius wurden die beobachtete Struktur der tRNA Gene und
die Variabilitat der Hypervariablen Region | bei verschiedenen Individuen einer Art
als Bestatigung dafur genutzt, dass mit den eingesetzten Primern tatsachlich
mitochondriale Sequenzinformation gewonnen wurde.

PCR und Sequenzierung der Hypervariablen Region |

Tab. 4 stellt die fur PCR und Sequenzierung der mitochondrialen Hypervariablen
Region | bei C. medius, M. griseorufus, M. murinus und M. rufus verwendeten Primer
dar.

Tab. 4 Primer fur die mitochondriale Hypervariable Region | bei den untersuchten Arten

Name Sequenz (5°-3’) Lage Strang  Funktion  Art
CMEH1COAU GAAGTAAGAACCAGATGCCA konst. Region H PCR Cme
CMEH1ICOIN  GGTATAGTTTCACGTTAGTC konst. Region H Seq. Cme
CMEHI1CBIN ATCGGCCAAATAGCATCCA Cyt b Pos. L Seq. Cme
1066
CMEH1ICBAU TTAGCCAAATCCTATTCTGAA Cytb Pos. 979 L PCR Cme
mihlcoau GTTATAGTTTCAGGTTAGTCA konst. Region H PCR Mg, Mm,
Mr
mihZlcoin GAGCGAGAAGAGGGGCA konst. Region H Seq. Mg, Mm,
Mr
mihlcbin ATTATGCCAACCGTAAGCC Cyt b Pos. L Seq. Mg, Mm,
1111 Mr
mihlcbau GATCTACTTATCCTTACATGA Cyt b Pos. L PCR Mg, Mm,
1011 Mr
mihlchin2 TTATACCWACYGTAAGYCTT Cyt b Pos. L Seq Mg, Mr
1013
MCytbfm CTAGTAGAATGRATCTGAGG CytbPos. 497 L PCR Mg, Mr

konst. Region: konstante Region der mitochondrialen Kontrollregion; Cyt b Pos.: Cytochrom b Position
in L-Strang-Orientierung; H: schwerer Strang des mitochondrialen Genoms; L: leichter Strang; PCR:
PCR-Primer; Seq.: Sequenzierprimer (nested primer, 5-fluoreszenzmarkiert); Cme: C. medius; Mg: M.
griseorufus; Mm: M. murinus; Mr: M. rufus

PCR-Reaktionen (30 uyl) wurden auf einem MJ-RESEARCH PTC 200 THERMAL
CYCLER mit 0,5 U Taqg-Polymerase (AmpliTaq, Perkin EImer) 10 pmol von jedem
Primer, je 3,75 pmol dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 10 mM Tris-HCI (pH8,4), 50 mM
KCI, 2 mM MgCly, 0,1 % Triton X-100, 1,2 mg/ml Rinderserumalbumin und etwa
10 ng DNA durchgefuhrt. Um einen ,hotstart“-Effekt zu erzielen, wurde die Reaktion
in zwei durch eine Wachsschicht getrennten Phasen angesetzt, wobei die Primer der
unteren, die Polymerase und die DNA der oberen Phase zugegeben wurden. Die
PCR-Bedingungen flir die Amplifikation der Hypervariablen Region | sind in Tab. 5
dargestellt.
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Tab. 5 PCR Bedingungen zur Amplifikation der Hypervariablen Region |

Cme |  Mm | Mg, Mr
Initiale 92 °C (2 min)
Denaturierung
35 Zyklen mit:
Denaturierung 92 °C (405)
Annealing 57 °C 54 °C 55 °C (60 s)
(60 s) (60 s)
Elongation 72°C 72°C 72 °C (1 min
(60 s) (60 s) 10s)
eine finale Elongation 72 °C (5 min)

Cme: C. medius; Mm: M. murinus; Mg, Mr: M. griseorufus und Mr: M. rufus. Die verwendeten
Primersysteme fiir diese Arten sind in Tab. Tab. 4 dargestellt.

Alle PCR-Reaktionen wurden in einem separaten Labor angesetzt. Sequenzierungen
wurden mit fluoreszenzmarkierten Primern fur beide Strange in einer Reaktion mit
dem Thermo Sequenase Fluorescent Primer Cycle Sequencing Kit (Amersham) und
einem ,Li-COR two-color dnasequencer long readir 4200“ durchgefuhrt. Die PCR-
Bedingungen fur die Sequenzierreaktion umfasste fur alle Primersysteme eine initiale
Denaturierung (95 °C, 2 min) und 30 Zyklen mit je 30 s Denaturierung (95 °C), 40 s
Annealing (56 °C) und 40 s Elongation (72 °C). Die Ablesung von DNA-Sequenzen
vom Gelbild erfolgte mit dem BaselmagelR Programmpaket (Licor, Lincoln,
Nebraska, USA).

Mitochondriales Cytochrom b Gen

Die Etablierung von Primern fir das mitochondriale Cytochrom b Gen und der
Einsatz dieses Markersystems bei Cheirogaleus spp. sind im Kapitel 6, S. 138 ff.
beschrieben.

Mikrosatelliten-Marker

Bei Microcebus spp. verwendete Marker

Die Entwicklung von Mikrosatellitenmarkern flr Microcebus spp. ist in Kapitel
.Isolation neuer Mikrosatellitenmarker und Anwendung bei vier Mausmaki-Arten
(Microcebus sp.)“ S. 45 ff. beschrieben. Dort sind auch die beim Einsatz der Loci
verwendeten PCR-Bedingungen angegeben.

Einige der 12 eingesetzten Mikrosatelliten-Primerpaare sind nicht bei allen

untersuchten Microcebus-Arten einsetzbar. Je 11 Loci wurden deshalb bei M.
griseorufus und M. murinus verwendet, 9 bei M. rufus (Tab. 6):
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Tab. 6 Untersuchte Mikrosatelliten-Loci bei drei Microcebus-Arten

Locus Nr. M. griseorufus M. murinus M. rufus

33103 G878 +
33104 G880
Mm21 G988
Mm22 G990
Mm39 G998
Mm51 G1002
Mm53  G1004
Mm30 G1131
Mm40 G1135
Mm42 G1139
Mm43b G1143
Mm60 G1151

+ + + + +
+ 4+ + + + + + o+

+ + 4+ + + + ++ o+

+ + + + +

Der Locus Mm26b (Tab. 10, S.47, Tab. 11, S.48) wurde zunachst ebenfalls
eingesetzt. Bei einigen Individuen konnten dann aber keine eindeutigen Alleldaten
gewonnen werden, da ubermafig viele band-slippage-Artefakte vorlagen. Die Daten
fur diesen Locus wurden deshalb aus der statistischen Analyse ausgeschlossen.
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Bei Cheirogaleus medius verwendete Marker
Tab. 7 stellt die bei C. medius eingesetzten Mikrosatellitenmarker dar.

Tab. 7 Mikrosatellitenmarker, Cheirogaleus medius

Marker- Name Acc. No. Quelle

Nr

C1 33_110 AY230864 Fietz et al. (2000)

C2 33126 Fietz und Schwiegk (unverdffentlicht)
C3 33_18 AY230858 Fietz et al. (2000)

C4 33_49 AY230859 Fietz et al. (2000)

C5 33_54 AY230860 Fietz et al. (2000)

C6 33_84 AY230861 Fietz et al. (2000)

C7 33_86 AY230862 Fietz et al. (2000)

C8 33 93 AY230863 Fietz et al. (2000)

Acc. No.: Accession Number in der NCBI GenBank.

Fur die Marker C1 und C3-8 wurden die von Fietz et al. (2000) angegebenen PCR-
Bedingungen verwendet. Der Marker C2 (Fietz und Schwiegk, unveroffentlicht) wird
im Folgenden beschrieben:

Dieser CA-Dinukleotid-Mikrosatellit wurde von Fietz und Schwiegk aus der selben
Plasmidbank von C. medius isoliert, die auch fur die von Fietz et al. (2000)
beschriebenen Marker verwendet wurde.

Die isolierte DNA-Sequenz lautet:

GATCTTGCACTTCCCAGCTGCCAGAACTGTGAGAACATAAATTTCTGTCGTTTAA
GCTTCCCAGTCTCTGGTATTTGTTATGGCAGCCCAAGCAGCACACACACACACA
CACACACACACACACACACAACACATGGACAAAATTTGAAAATTAAAATAATTAA
AAATTAAATTCTTCTTGGTAATGGACAGGAATTTTGTTTICTGGCATACTTTGGAG
TTCTAATGTAAAGTTGGTTGTTAGAAAATAGTAGGAACAGTATGTAAATAAAGCAT
ACTGTACCGGGGATC

Folgende von Fietz und Schwiegk entwickelten Primer (Bindungsstellen in der
Sequenz unterstrichen) fur diesen Locus wurden eingesetzt:

33.126for (Vorwartsprimer): GCA CTT CCC AGC TGC CAG
33.126rev (Ruckwartsprimer): TTA GAA CTC CAA AGT ATG CCA GA

Die verwendeten PCR-Bedingungen umfassten eine initiale Denaturierung bei 94 °C
(2 min), 35 Zyklen mit je 40 s Denaturierung (94 °C), 40 s Annealing (58 °C), und
40 s Elongation (72 °C) sowie eine finale Elongation von 5 min bei 72 °C. Bei 84
Individuen, von denen 76 erfolgreich typisiert wurden, wurden 8 Allele im
Grolenbereich 211-227bp beobachtet.

Visualisierung der PCR Produkte und Ablesung von Alleldaten

Alle Mikrosatelliten-PCR-Produkte wurden auf Standard-Acrylamid-Gelen (Accugel,
National Diagnostics) mit einem ,Li-COR one color dnasequencer long readir 4000
oder einem ,Li-COR two color dnasequencer long readir 4200“ visualisiert. Dabei
wurde ein fluoreszenzmarkierter Langenstandard (Li-COR) in drei Spuren eingesetzt.
Die dabei gewonnenen Gelbild-Dateien wurden mit dem Programm Adobe
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Photoshop 6.0 (Adobe Systems Inc.) weiter bearbeitet und die Alleldaten visuell
abgelesen.

StichprobengrofRen fur einzelne Arten und Orte

Insgesamt wurden von allen Arten 512 Individuen in der Studie untersucht, davon
498 aus der Region Fort Dauphin. 471 Individuen wurden morphometrisch
vermessen. Bei 468 Individuen wurde die mitochondriale Hypervariable Region |
sequenziert, bei 48 Individuen das Cytochrom b Gen und 417 Individuen wurden mit
je 8-11 Mikrosatellitenmarkern typisiert. Tab. 8 stellt im Detail fur einzelne Orte und
Arten die Stichprobengrélien dar.
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Tab. 8 Herkunftsorte, untersuchte Arten und durchgefithrte Analysen

Ort Kiirzel |Ccr Cma Cme Mg Mm MmXg Mr

unbekannt ? 1;1;0;1;0 1;0;1;0;0 1;0;1;0;0

Morondava/CFPF 1 5;0;5;4;0

Ankarana 2 1;1;0;1;0

Iharana (\VVohémar) 3 1;1;0;1;0

Maroantsetra 4 1;1;0;1;0

Nosy Boraha (lle Ste. |5 1;1;0;1;0

Marie)

Foret de Sihanaka 6 1;1;0;1;0

Mahanoro 7 1;1;0;1;0

Amboavola Am 7;7,0;7;0 5;5;5;4;5 10; 10; 10; 0; 10
Andohavondro An 4;4;0;2;0 5;5;5;0;5
Ankilivalo Ank 1;1;1;0;1

Berenty Be 10; 10; 10; 0; 8

Berenty Be 2,2,2;0;2

Farafara Fa 5;5;0;4;0 10; 8; 10; 0; 10
lvorona v 1;1;0;1;0

Mandena M1 8;8;8;0;8

Mandena M4 11;11;11;0; 11

Mandena M5 16; 16; 16; 0; 15

Mandena M6 14; 14; 14;0; 14

Mandena M7 11;11;9;0; 11

Mandena M13 22;3;22;0; 22

Mandena M15 4;4:1;4;0 10; 10; 10; 5; 10 25; 25; 25; 0; 23

Mandena M16 14;14; 14;0; 14 79; 78; 79; 0; 42

Mandena M20 16; 2; 16; 0; 16

Manantantely Mt 9;9,0;2,0 25; 25; 25; 0; 25
Mahavelo Mv 8;8;8;0;8

Petriky Pe 8;8;8;1;8 58; 58; 56; 0; 48

Ste Luce S1 18; 18; 18; 0; 18

Ste Luce S7 2,2;2;0;2

Ste Luce S8 18; 18; 15; 1; 18 24; 24; 24; 0; 24
Ste Luce S9 12;12;12;6; 11 17;17; 17; 0; 17
Ste Luce S17 11;11;11;0; 11
Summe 8;8;0;8;0 28;28;0; 18;0 |92;87; 87;22; 84 |18;18;18;0; 16 |263; 228; 259; 0; 212 1;1;1;0;1 |104; 102; 104; 0; 104

Legende: nachste Seite
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Legende zu Tab. 8 (vorige Seite):

Ort: Untersuchungsort / Herkunft von Probenmaterial; CFPF: Centre de Formation Professionelle
Forestiére; Kirzel: Abkirzung des Ortsnamens; Ccr: C. crossleyi; Cma: C. major; Cme: C. medius;
Mg: M. griseorufus; Mm: M. murinus; MmXg: Hybrid aus M. murinus und M. griseorufus; Mr: M. rufus.
In den Zellen fir einzelne Arten und Orte sind jeweils funf Individuenanzahlen angegeben:
Gesamtanzahl, morphologisch untersuchte Individuen, Anzahl an Individuen die mit der
mitochondrialen Hypervariablen Region |, dem mitochondrialen Cytochrom b Gen und mit
Mikrosatellitenmarkern typisiert wurden.

Datenanalyse

Ein Teil der zur Datenanalyse verwendeten Verfahren ist in dem Kapitel
,Biogeographie von Katzenmakis (Cheirogaleus spp.): Genetische Hinweise fur
unerwartete Muster in Sludost-Madagaskar® (S.139 ff.) dargestellt. Die Ubrigen
Verfahren sind hier aufgefuhrt:

Verwendung des Begriffes ,Population”: Um die Terminologie zu vereinfachen,
werden jeweils alle Individuen einer Art an einem Probennahmeort als ,Population®
bezeichnet. Wurden z. B. an zwei Orten je 10 Individuen der Art Microcebus rufus
beprobt und wurde dann zwischen diesen beiden Stichproben eine genetische
Distanz berechnet, so wird diese Distanz hier als ,genetische Distanz zwischen
Populationen® bezeichnet.

Alignierung von Sequenzdaten

Sequenzdaten wurden mit Hilfe des Programms Clustal X (Thompson et al. 1997)
aligniert. Die Alignierungen wurden dann in dem Sequenzeditor BioEdit v. 5.0.9 (Hall
1999) visuell korrigiert.

Phylogenetische Rekonstruktionen

Phylogenetische Rekonstruktionen wurden mit dem in dem Programm TREEPUZZLE
(Strimmer und von Haeseler 1996) implementierten Maximum-Likelihood- (ML)
Algorithmus unter Annahme des HKY-Modells der Sequenzevolution (Hasegawa et
al. 1985) durchgeflhrt. Dabei wurden je nach GroRe des Datensatzes 1000 oder
10000 puzzling steps durchgefuhrt und eine einheitlich Substitutionsrate fur alle
Positionen angenommen. Die statistische Unterstutzung einzelner clades wurde mit
Hilfe des maximume-likelihood-support-value evaluiert.

Fir Cheirogaleus medius wurde als Auflengruppe zunachst eine Sequenz von
Cheirogaleus major aus Mandena M15 eingesetzt. Dabei wurden zwei Haplotypen
von Cheirogaleus medius aus Westmadagaskar aus dem forét de Kirindy mit in die
Innengruppe aufgenommen. Nachdem die Cheirogaleus medius- Haplotypen aus der
Region Fort Dauphin und aus dem forét de Kirindy in der Baumrekonstruktion jeweils
gut unterstutzte, getrennte clades gebildet hatten, wurde Cheirogaleus medius aus
dem forét de Kirindy als AuRengruppe fir Cheirogaleus medius aus der Region Fort
Dauphin gewahilt.

Die Sequenzdaten der Hypervariablen Region| von Microcebus spp. wurden
zunachst mit publizierten Daten (Yoder et al. 2000) von allen bekannten Microcebus-
Arten aligniert. Dazu wurde der vollstandige, von Yoder et al. (2000) verodffentlichte
Datensatz fur die Hypervariable Region | verwendet. In einer ersten Maximum-
Likelihood-Baumrekonstruktion wurde das vollstandige Alignment als Innengruppe
und Varecia variegata (Daten aus Yoder et al. 2000) als AuRengruppe eingesetzt. In
der erhaltenen Baumrekonstruktion wurde geprift, ob alle Arten jeweils eigene
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clades bildeten. Mit einem reduzierten Taxon-Sampling wurde die Beziehungen
zwischen den von Yoder et al. (2000) beobachteten Taxa ,Microcebus rufus 1%
,Microcebus rufus 2“ und den als Microcebus rufus identifizierten Individuen aus der
Region Fort Dauphin naher untersucht. Schliel3lich wurden Baumrekonstruktionen
mit allen in der Region Fort Dauphin beobachteten Haplotypen als Innengruppe
durchgefuhrt. Dabei wurde einmal Varecia variegata, einmal Microcebus
ravelobensis als Au3engruppe eingesetzt.

Unabhangigkeit und Neutralitat der Mikrosatellitenloci und Grad der
Populationsstrukturierung

Die folgenden Analysen wurden mit Hilfe des Programms FSTAT, Version 2.9.3
(Goudet 2002) durchgefuhrt:

In Tests auf Kopplungsungleichgewicht wurde getestet, ob die eingesetzten Marker
voneinander unabhangig sind. Tests auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurden fur
einzelne Loci und Uber alle Loci, global und innerhalb von Populationen durchgefuhrt.
Beim Test auf globales Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurden Allele Uber alle
Populationen randomisiert und der nach Weir und Cockerham (1984) berechnete F-
Wert als Schatzwert fur Fi7 als Prufgroe eingesetzt. Beim Test auf Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht innerhalb von Populationen wurden Allele zwischen Individuen
innerhalb der Populationen randomisiert. Beim Test Uber alle Loci wurden die
einzelnen Loci nach dem in FSTAT implementierten Verfahren entsprechend ihrer
Variabilitat gewichtet. In Tests auf Heterozygotenuberschuss oder -defizit fur einzelne
Populationen wurde der FIS-Wert als PrufgroRe verwendet.

Die Anzahl der Randomisierungen bei einzelnen Arten fur die oben genannten Tests
ist jeweils im Ergebnisteil angegeben.

Die Strukturierung in Populationen wurde mit Hilfe der F-Statistik untersucht. Dabei
wurden F;r, Fst und Fis nach Weir und Cockerham (1984) geschatzt. Die
Differenzierung von Populationen wurde mit globalen und paarweisen Tests auf
Populationsdifferenzierung untersucht.

Untersuchung der Variabilitat an Mikrosatellitenallelen in verschiedenen
Populationen

Die Anzahl beobachteter Allele fur einzelne Populationen wurde mit Hilfe des
Programms FSTAT, Version 2.9.3 (Goudet 2002) ermittelt. Mit dem gleichen
Programm wurde auch die allelic richness als von der Stichprobengroflie
unabhangiges Mal} der allelischen Variabilitat berechnet. Die allelic richness ist ein
Schatzmaly daflr, wie viele Allele in einem subsample von n Individuen erwartet
werden, wenn N Individuen typisiert wurden (N>n). Die allelic richness wurde fur
jeweils mehrere Populationen einer Art berechnet, wobei die StichprobengréflRen fur
die einzelnen Populationen sehr unterschiedlich waren. Bei dem in FSTAT
implementierten Verfahren zur Berechnung der allelic richness ist ,n“ festgelegt als
Grolle der kleinsten vorhandenen Stichprobe und wird fur alle Populationen
einheitlich verwendet.

Bei Betrachtung der Ergebnisse tauchte die Frage auf, ob mdglicherweise aufgrund
der Unterschiedlichkeit der Stichprobengréf’en die Variabilitat in den grdéleren
Stichproben nicht ausreichend erfasst wurde. Deshalb wurde zusatzlich ein
alternativer Ansatz gewahlt, um die Reprasentatitivitat einzelner Stichproben zu
untersuchen und die Anzahl an Mikrosatellitenallelen in Populationen zu schatzen.
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Mit Hilfe des Programms Microsatellite Gene Sampler for Windows 6/00, modf. 7/01
(Bachmann, D. 2001, verfugbar unter. d_bachmann@hotmail.com) wurden
kumulative Subsampling-Kurven berechnet. Dazu wurden fur einzelne Stichproben
und einzelne Loci jeweils wiederholt Teilstichproben gleicher Groflke gelost (100
Wiederholungen). Aus den 100 Teilstichproben wurden dann mittlere Allelzahlen und
Standardabweichungen berechnet.

Ein Beispiel soll die Vorgehensweise verdeutlichen:

Eine Stichprobe mit N=45 Individuen von Microcebus murinus von einem
Probennahmeort wurde mit 10 Mikrosatellitenloci typisiert. Aus den 45 Individuen
wurden Teilstichproben der GroRe n fur alle n von n=1 bis n=(N-1) ausgelost. Aus
den je 100 Teilstichproben gleicher GréRe n wurde die mittlere beobachtete Allelzahl
fur jeden Locus wund deren Standardabweichung berechnet. Aus den
Standardabweichungen flr alle TeilstichprobengroRen n wurde fur jeden Locus eine
mittlere Standardabweichung berechnet. Dann wurde die mittleren Allelzahlen flr
jeden einzelnen Mikrosatelliten-Locus gegen die Teilstichprobengrofe n aufgetragen.

Um zu ermitteln, ob die so erhaltenen Kurven gesattigte Verlaufe hatten, wurden mit
Hilfe des Programms Gnuplot (Version 3.7.3, aktuelle Version verfugbar unter:
http://www.gnuplot.info/) exponentielle Sattigungsfunktionen (y=a*(1-exp(b*x) unter
Verwendung des Levenberg-Marquart-Algorithmus an die Kurven gefittet. Die
Eingangsdaten fiur den Fit der Funktion waren die mittleren Allelzahlen, ein
geschatzter Startwert fur den Parameter b und ein Streuungsmall. Der Schatzwert
fur b wurde visuell aus den Kurven ermittelt. Als Grundlage fir das Streuungsmalf}
wurde die Standardabweichung der mittleren Allelzahl verwendet. Fur Datenpunkte
bei denen die Standardabweichung gréfier als die mittlere Standardabweichung war,
wurde die Standardabweichung als Streuungsmal® verwendet. Fur alle anderen
Datenpunkte wurde die mittlere Standardabweichung verwendet. Dieses Vorgehen
wurde gewahlt um Datenpunkte mit groflen n, die nahe N lagen gegenuber den
ubrigen Datenpunkten der Kurve nicht zu stark zu gewichten, da mit zunehmender
Annaherung an N die Standardabweichung als Streuungsmafl® an Aussagekraft
verliert. Die Sattigungswerte a der exponentiellen Sattigungsfunktionen wurden dann
auf Ganzzahlen gerundet. Diese gerundeten Werte wurden als Schatzwert fur die
Allelzahl in der Population verwendet und mit den beobachteten Allelzahlen
verglichen. Waren diese Schatzwerte deutlich groRer als die beobachteten Werte
wurde die Stichprobe als zu klein und damit nicht reprasentativ betrachtet.

Geographische Haufigkeit und Frequenz von Mikrosatellitenallelen

Bei M. murinus wurde naher untersucht, in wie vielen Waldfragmenten und mit
welcher Frequenz einzelne Mikrosatellitenallele auftraten. Dabei wird die Anzahl an
Waldfragmenten, in denen ein Allel auftritt, hier als geographische Haufigkeit
bezeichnet. Mit Hilfe des Programms FSTAT, Version 2.9.3 (Goudet 2002) wurden
dazu Allelfrequenzen fur einzelne Populationen und als ungewichtetes Mittel Uber
mehrere Populationen berechnet. Die geographische Haufigkeit wurde dann gegen
die Allelfrequenz aufgetragen.

Pairwise allelic nestedness index:

Zum paarweisen Vergleich der Mikrosatellitenallele unterschiedlicher Populationen
wurde als neuer Index ein ,Pairwise allelic nestedness index" in Verbindung mit
einem Resampling-Verfahren eingesetzt:
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N(A)=(Ns/Nn)

N(A): Nestedness index von Population A gegenuber Population B
Ns: Anzahl geteilter Allele zwischen zwei Populationen A und B
Nn: Gesamtzahl der Allele in Population A

Der Index gibt fur ein Paar von Populationen ,A" und ,B an, welcher Anteil der Allele
jeder einzelnen Population in der anderen auch beobachtet wurde und wurde jeweils
fur beide Populationen ,A" und ,B" in allen moglichen Paaren von Populationen in
einem Datensatz berechnet (beobachteter Wert). Um den Einfluss unterschiedlicher
Stichprobengrollen zu kontrollieren, wurde aus der jeweils grof3eren von beiden
Stichproben durch zufélliges Ziehen ohne Zuricklegen eine mit der kleineren
Stichprobe gleich groRe Teilstichprobe gelost und dann der Index fur diese
Teilstichprobe und die der zweiten Population berechnet. Dieses Verfahren wurde
einheitlich fur alle moglichen Paare von Populationen in einem Datensatz
eintausendmal wiederholt. Aus den je 1000 berechneten Indices je Population und
Paar wurde dann ein Mittelwert berechnet (Resampling-Mittelwert). Auf3erdem wurde
innerhalb der je Populationspaar 1000 Paare von berechneten Indices gezahlt, in wie
vielen Fallen der Index von Population ,A“ grol3er als, gleich grof3 wie oder kleiner als
der von Population ,B“ war.

Beispiel fur ein Paar von Populationen:
beobachtete Werte:

Population A: 0,64
Population B: 0,53

Ergebnis des Resamplings 1000-mal):
Mittelwerte:

Population A: 0,62

Population B: 0,55

Index A groRer als Index B: 955-mal
Index A gleich mit Index B: 35-mal
Index A kleiner als Index B: 10-mal

Ergebnis: In 95,5% der Falle war der Pairwise allelic nestedness index von A
gegenuber B grolRer als von B gegenuber A.

Die Berechnungen wurden mit einem in C** selbst geschriebenen Programm
durchgefiihrt. Das Programm wurde mit Microsoft Visual C** kompiliert. Der Quell-
Code ist auf Anfrage erhaltlich.

Beziehungen zwischen geographischen und 6kologischen Parametern und der
genetischen Populationsstruktur

Berechnung von Distanzen zwischen Populationen

Auf der Grundlage von Mikrosatelliten-Allelen und mitochondrialen Sequenzdaten der
Hypervariablen Region | wurden genetische Distanzen zwischen Populationen
berechnet: Aus Mikrosatelliten-Alleldaten wurde die genetische Distanz ,proportion of
shared alleles (Bowcock et al. 1994) mit Hilfe des Programms Microsatellite
Analyser, Version 2.39 (Dieringer und Schlotterer 2003) berechnet. Aus
mitochondrialen Sequenzdaten und aus Mikrosatelliten-Alleldaten wurde jeweils die
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Distanz ,Slatkin’s linearized Fst* mit Hilfe des Programms Arlequin, Version 2.000
(Schneider et al. 2000) berechnet. Aus mitochondrialen Sequenzdaten wurde die auf
,Nei’'s net number of nucleotide differences between populations® (Nei und Li 1979)
basierende ,corrected average pairwise difference” unter Annahme des Kimura 2P
Modells der Sequenzevolution mit Hilfe des Programmes Arlequin, Version 2.000
(Schneider et al. 2000) berechnet.

Bei der Berechnung der genetischen Distanz ,Slatkin’s linearized Fst* mit den
Mikrosatelliten-Daten von Cheirogaleus medius mussten aufgrund einzelner
fehlender Daten bei zwei Loci 13 von 84 Individuen aus der Analyse ausgeschlossen
werden:

Locus 33_126: fehlende Daten bei 7 Individuen

Locus 33 _93: fehlende Daten bei 11 Individuen

Ausgeschlossene Individuen:

Population M16: 4 von 14 Individuen
Population S1: 3 von 18 Individuen
Population S8: 6 von 18 Individuen

Das zur Berechnung dieser Distanz verwendete Programm Arlequin 2.000
interpretiert fehlende Datenpunkte als zusatzliches Allel, was die berechneten
Distanzen verfalschen wurde. Deshalb werden bei einem fest eingestellten
Schwellenwert von mehr als 5% fehlender Daten die betroffenen Loci
ausgeschlossen. Die Alternative, die beiden betroffenen Loci aus der Analyse
auszuschlie3en, wurde aufgrund der insgesamt geringen beobachteten Variabilitat
verworfen.

Bei der Berechnung der genetischen Distanz ,proportion of shared alleles® (Bowcock
et al. 1994) mit dem Programm Microsatellite Analyser 2.39 war der Ausschluss von
Individuen mit fehlenden Datenpunkten nicht notwendig.

Geographische und 6kogeographische Distanzmatrizes wurden auf der Grundlage
der amtlichen topographischen Karten im Malstab 1:100.000 erstellt (Foiben-
Taosarintanin’i Madagasikara (F.T.M) 1961a, -1961b, -1979, -1990). Zwei der vier
verwendeten Karten tragen den Hinweis, dass die =zugrunde liegenden
Luftaufnahmen 1950 durchgefuhrt wurden; alle vier Karten wurden zwischen 1957
und 1961 zum ersten Mal herausgegeben.

Zur Berechnung der waldfreien Distanz zwischen zwei Populationen wurde auf der
Karte die Verbindungslinie zwischen zwei beprobten Waldstandorten bestimmt, die
die kurzestmogliche waldfreie Strecke enthalt. Entlang dieser Linie wurden die
waldfreien Abschnitte gemessen und summiert. Fir die Berechnung der
Distanzmatrix ,Mrgeodist2® (Tab. 9) fur Microcebus rufus wurde fur die meisten
paarweisen Distanzen zwischen Populationen die Luftlinienentfernung verwendet.
Nur fur die Populationen Am und An wurde eine Verbindungslinie entlang der Anosy-
und Vohimena- Bergkette zu den dbrigen Populationen zugrunde gelegt. Als
Wasserbarrieren (nur Microcebus murinus) wurden der Efaho- und der
Mandromodromotra-Fluss angenommen. Diese beiden Flisse trennen die
Populationen Pe und M1 von den Ubrigen Microcebus murinus - Populationen und
haben im Bereich der klrzesten Verbindungslinie zwischen den entsprechenden
Populationen eine erhebliche Breite, die nicht von uberhangenden Baumen
uberspannt werden kann.
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Tab. 9 enthalt Namen und Definitionen der verwendeten geographischen bzw.
Okogeographischen Distanzmatrizes.

Tab. 9 geographische und 6kogeographische Distanzen zwischen Populationen

Name Definition
Luftlinie geographische Distanz (km Luftlinie)
Mrgeodist2 geographische Distanz (km), Kombination aus Luftlinie und

Entfernung entlang der Anosy- und Vohimena-Bergkette, nur
bei Microcebus rufus

waldfreie Distanz kiirzestmogliche waldfreie Strecke (km) zwischen zwei
Populationen
Wasserbarrieren Anzahl von Barrieren in Form von Gewassern zwischen zwei

Populationen

Tests auf ,isolation by distance®

Als Tests auf solation by distance® wurden Mantel-Korrelationen (1000)
Permutationen zwischen geographischen und genetischen Distanzen zwischen
Populationen berechnet. Dazu wurde das Programm R-Package, Version 4.0d6
(Casgrain und Legendre 2001) verwendet. Als genetische Distanzen wurden die auf
Mikrosatellitendaten basierenden Distanzen ,Slatkin’s linearized Fst* und ,proportion
of shared alleles“ und die auf mitochondrialen Sequenzdaten basierende Distanz
,corrected average pairwise difference” verwendet. Als geographische Distanz wurde
die Luftliniendistanz verwendet, bei Microcebus rufus zusatzlich auch die
geographische Distanzmatrix ,Mrgeodist2“ (Tab. 9).

Hauptkoordinatenanalysen

Hauptkoordinatenanalysen wurden auf der Grundlage von Mikrosatelliten-Alleldaten
mit Hilfe des Programmes R-Package, Version 4.0d6 (Casgrain und Legendre 2001)
durchgefuhrt. Dazu wurden, mit Hilfe des Programmes FSTAT, Version 2.9.3
(Goudet 2002) berechnete Allelfrequenzen fur alle verwendeten Loci in den
beprobten Populationen von M. murinus, M. rufus und C. medius verwendet. Als
Distanzmal} wurde der Euklid’sche Abstand verwendet.

Beziehungen zwischen genetischen und 6kogeographischen Distanzen zwischen
Populationen

Mit Hilfe Programmes R-Package, Version 4.0d6 (Casgrain und Legendre 2001)
wurden Mantel-Korrelationen (1000 Permutationen) zwischen genetischen Distanzen
und geographischen und okogeographischen Distanzen zwischen Populationen
berechnet. Als genetische Distanzen wurden die auf der Grundlage von
Mikrosatelliten-Alleldaten berechneten Distanzen ,Slatkin’s linearized Fst“ und
»proportion of shared alleles” verwendet. Als geographische und 6kogeographische
Distanzen wurden die in Tab. 9 angefuhrten Distanzen verwendet. In partiellen
Mantel-Korrelationen (1000 Permutationen der Residuen eines Nullmodells) mit Hilfe
des gleichen Programmes wurden die Beziehungen zwischen genetischen und
Okogeographischen Distanzen untersucht und dabei die geographische Distanz
kontrolliert.

Multiple Regressionen (backward elimination procedure, 1000 Permutationen,
Ausschlul® bei p=0,1) mit genetischen Distanzen als abhangige GrolRen und
geographischen und 6kogeographischen Distanzen als unabhangige GréRen wurden
mit Hilfe des Programmes Permute!, Version 3.4 Alpha 9 (Casgrain 2001)
durchgefuhrt.
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Vergleich zwischen Gruppen von Populationen von M. rufus mit mehreren
genetischen Indizes

Die beprobten Populationen von M. rufus wurden in zwei Gruppen
zusammengefasst: alle Populationen im kontinuierlichen Wald der Bergketten (An, Mt
und Fa) und alle Populationen in Waldfragmenten (Am, S8, S9 und S17). Mit Hilfe
des Programmes FSTAT, Version 2.9.3 (Goudet 2002) wurde getestet, ob die beiden
Gruppen sich mit mehreren genetischen Indizes signifikant unterscheiden lassen.
Dazu wurden folgende auf der Grundlage von Mikrosatelliten-Daten berechnete
Indizes verwendet:

¢ Allelic richness,

e Ho: beobachtete Heterozygotierate innerhalb von Populationen,

¢ Hs: Gendiversitat innerhalb von Populationen,

o f: Schatzwert fur Fis: (Weir und Cockerham 1984),

e 0: Schatzwert fur Fst (Weir und Cockerham 1984).

In dem in FSTAT implementierten Verfahren wurden fir unterschiedliche
Stichprobengréflen korrigierte Mittelwerte fur jede Gruppe von Populationen
berechnet. Getestet wurde Hy: ,Keine Unterschiede zwischen den Gruppen.“ gegen
Hq: ,Der Wert von Gruppe 1 ist grol3er als der von Gruppe 2“ (einseitige Alternative).
Dabei wurden Populationen zwischen Gruppen permutiert.

Sex-biased dispersal

Die in den phylogenetischen Baumrekonstruktionen auf der Grundlage
mitochondrialen Sequenzdaten beobachteten Haplotypen und clades wurden auf ihre
geographische Verteilung hin untersucht. Dabei wurde gepruft, ob geographische
Cluster mitochondrialer Linien auftraten, wie sie bei weiblicher Philopatrie zu
erwarten sind.

Mit Hilfe von AMOVA (Analysis of Molecular Variance) wurde die Verteilung der
genetischen Variation innerhalb und zwischen Populationen an dem maternal
vererbten mitochondrialen Locus Hypervariable Region| und an den biparental
vererbten Mikrosatellitenmarkern verglichen. Die Berechnungen wurden mit Hilfe des
Programmes Arlequin, Version 2.000 (Schneider et al. 2000) durchgefuhrt. Bei der
Berechnung auf der Grundlage von Sequenzdaten wurde das Kimura 2P Modell der
Sequenzevolution mit a=0,14 angenommen. Es wurden je 16000 Permutationen
durchgefuhrt.

Mit Hilfe des Programmes FSTAT, Version 2.9.3 (Goudet 2002) wurden Tests auf
sex-biased dispersal (Goudet et al. 2002) auf der Grundlage von Mikrosatellitendaten
durchgefuhrt. Dabei wurden der Relatedness-Index und der mean corrected
assignment index von adulten Mannchen und Weibchen innerhalb von Populationen
verglichen.

Bei der Zusammenstellung der Datensatze mussten Individuen ausgeschlossen
werden, bei denen das Geschlecht unbekannt ist - Uberwiegend handelt es sich
dabei um Jungtiere. Populationen, bei denen nur Individuen eines Geschlechts
gefangen wurden, mussten ebenfalls ausgeschlossen werden. Da die verwendeten
Tests auf einem Insel-Modell von Populationen beruhen, von dem die geographische
Anordnung der hier untersuchten Cheirogaleus- und Microcebus-Populationen
teilweise abweicht, wurden auch einige Teil-Datensatze unter Ausschluss einzelner
Populationen getestet.

Im Gegensatz zu Microcebus spp. leben bei Cheirogaleus medius Jungtiere haufig
Uber die erste Uberwinterung hinaus mit ihren Eltern zusammen. Die Haufung von
Cheirogaleus medius - Fangen an bestimmten Fallenstandorten spricht dafur, dass in

43



einigen Fallen beim Fang der Tiere je mehrere Individuen einer Familie gefangen
wurden. Durch die Miterfassung von Individuen vor dem Lebensabschnitt der
Abwanderung wird allerdings eine Grundannahme der verwendeten Tests verletzt
und damit die statistische ,Power” eingeschrankt. Deshalb wurden bei Cheirogaleus
medius in mehreren Teildatensatzen Individuen ausgeschlossen, bei denen es sich
mit hoher Wahrscheinlichkeit um derartige Jungtiere handelt. Dazu wurden Gruppen
von Individuen identifiziert, die an dem gleichen oder nah benachbarten (bis 50 m)
Fallenstandorten gefangen wurden. Innerhalb dieser Gruppen wurden Paare von
Individuen identifiziert, bei denen auf der Grundlage von Geschlecht,
mitochondrialem Haplotyp und Mikrosatelliten-Daten nicht ausgeschlossen werden
kann, dass es sich um Elter-Kind Paare handelt. Bei solchen Paaren wurden dann
jeweils die Individuen mit dem kleineren Korpergewicht aus dem Datensatz
ausgeschlossen. Dieses Verfahren wurde auf die Populationen M15, M16, S1, S8
und S9 angewendet, bei denen jeweils dafur ausreichende Individuenzahlen
vorlagen.
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Das englischsprachige Original dieses Kapitels wurde unter dem Titel ,,Isolation of new
microsatellite markers and application in four species of mouse lemurs (Microcebus sp.)*
veroffentlicht (Hapke et al., 2003).

4 Isolation neuer Mikrosatellitenmarker und Anwendung bei vier
Mausmaki-Arten (Microcebus sp.)
A. Hapke'?, M. Eberle’? und H. Zischler?

'Universitat Hamburg, Abteilung Okologie und Naturschutz, Martin-Luther-King-Platz
3, D-20146 Hamburg, Deutschland; “Deutsches Primatenzentrum, Kellnerweg 4, D-
37077 Goéttingen, Deutschland

Zusammenfassung

Wir berichten Uber die Entwicklung von 13 neuen Mikrosatellitenmarkern flr
Mausmakis (Microcebus spp.). Zwei Marker wurden vom Mittleren Fettschwanzmaki
(Cheirogaleus medius) isoliert und elf vom Grauen Mausmaki (Microcebus murinus).
Insgesamt 561 Individuen aus vier verschiedenen Mausmakiarten wurden mit den
neu entwickelten Markern typisiert. Alle Marker zeigten Mendelsche Vererbung in 21
Familien von Mausmakis. Alle Marker zeigen Polymorphismus in mehreren
Mausmaki-Arten und sieben amplifizierten bei C. medius. Unter diesen neuen
Markern sind die ersten zehn publizierten fur M. berthae und die ersten elf fur
M. griseorufus.

Methoden, Ergebnisse und Diskussion

Mausmakis (Microcebus spp.) und Katzenmakis (Cheirogaleus spp.) zeigen eine
hohe Diversitat von Arten, die in Madagaskar weit verbreitet sind (Groves 2000,
Rasoloarison 2000) und intensiv untersucht werden. Mehrere Mikrosatellitenmarker
wurden bereits fur Cheirogaleus medius (Fietz et al. 2000) und Microcebus murinus
(Radespiel et al. 2001a) publiziert. Wir isolierten 13 neue Mikrosatellitenmarker von
C. medius und M. murinus um bei diesen und weiteren Arten eine schnelle
Typisierung mit mehreren kombinierten Markern in der Elektrophorese und z. T. in
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zu ermdglichen. Die Marker wurden mit
insgesamt 561 Individuen aus vier verschiedenen Microcebus-Arten getestet:
22 M. berthae und 340 M. murinus aus dem Kirindy Wald in West-Madagaskar,
84 M. murinus und 22 M. rufus aus der Region Fort Dauphin in Studost-Madagaskar,
16 M. griseorufus aus einer Region nahe Amboasary in Sudostmadagaskar und
77 M. murinus aus einer Zuchtkolonie in Brunoy, Frankreich (M. Perret).

Wir isolierten Mikrosatelliten aus Plasmidbanken von C. medius (Fietz et al., 2000)
und M. murinus. DNA wurde aus Muskelgewebe mit einer Standard-Phenol-
Extraktion extrahiert. Annahernd 20 uyg DNA wurden komplett mit Mbol restringiert
und auf einem 1% Low-melting-point-Agarose-Gel groRenfraktioniert. Der
Grolkenbereich zwischen 200 und 500 bp wurde aus dem Gel geschnitten und die
DNA mit Hilfe des QlAex Il Gelextraktions-Kit (Qiagen) extrahiert. Etwa 500 ng der
aufgereinigten DNA wurden Uber Nacht bei 16 °C in einen BamHI-restringierten und
dephosphorylierten pUC18 Vektor ligiert. Nach Phenol-Chloroform-Extraktion und
Fallung wurden die Plasmide in Bakterien des TOP10 Stammes (Invitrogen)
elektroporiert und ausplattiert. Die erhaltenen Kolonien wurden mit radioaktiv
markierten Oligonukleotiden (AG)s und (GT)s bei 43 °C Uberprift. Positive Klone
wurden isoliert und sequenziert. Sequenzierungen wurden mit Vektor-Primern, dem
Thermo Sequenase Fluorescent Primer Cycle Sequencing Kit (Amersham) und
einem Li-COR two color dnasequencer long readir 4200 durchgefuhrt. Fir 26 von 60
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aus der Microcebus- Plasmidbank sequenzierten Klonen wurden Primer entwickelt.
Von den entwickelten Primerpaaren ergaben elf polymorphe Produkte mit
diallelischen Bandenmustern. Zwei zusatzliche polymorphe Marker wurden von der
Cheirogaleus-Plasmidbank abgeleitet.

Primer wurden so entwickelt dass PCR-Produkte in drei Grof3enklassen erhalten
wurden. Auf diese Weise konnten wir unter Verwendung von zwei verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen PCR-Produkte von bis zu sechs verschiedenen Markern auf
einem Polyacrylamidgel kombinieren. DarUber hinaus wurden die Primer fur
standardisierte PCR-Bedingungen entwickelt, um in einer Multiplex-PCR einsetzbar
zu sein. Nach einer Reihe von Kombinationstests fanden wir zwei Gruppen von je
drei Markern, die geeignet sind, in einer Multiplex-PCR kombiniert zu werden
(Gruppe A: Mm30, Mm42 und Mm26b und Gruppe B: Mm21, Mm22 und Mm40).

DNA wurde von den typisierten Individuen aus Ohr-Biopsien (ca. 4mm?) unter
Verwendung des QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) isoliert. Wachs-Vermittelte Hotstart-
PCR Reaktion wurden auf einem PCR-Cycler (PTC-200; MJ-Research) in 30 pl
Reaktionen durchgefuhrt, die 0,5 U AmpliTaq (Perkin Elmer), 10 pmol von jedem
Primer, 3,75 nmol von jedem dNTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KClI,
2mM MgClz, 0,1 % Triton X-100, 1,2 mg/ml Rinderserumalbumin  und etwa
10 ng template-DNA enthielten. Die PCR-Bedingungen umfassten einen initialen
Denaturierungs-Schritt von 2 min bei 92 °C, gefolgt von 35 Zyklen von 40s
Denaturierung bei 92 °C, 1 min Annealing bei 54 oder 58 °C (Tab. 10) und 1 min
Elongation bei 72 °C. Die PCR-Produkte wurden mit Standard-Acrylamid-Gelen
(Accugel oder Sequagel, National Diagnostics) auf einem Li-COR one color
dnasequencer long readir 4000- oder einem Li-COR two color dnasequencer long
readir 4200- Sequenziergerat visualisiert.
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Tab. 10 Eigenschaften der von C. medius und M. murinus abgeleiteten Mikrosatellitenloci

Locus Primer Sequenz (5°-3°) Mark. Wiederholungsmotiv T, GroRe isoliert von Acc. No.
(°C)  (bp)

33103 F: AAC AGAGTTAAGACCCTACC X 7XAC,13+3+3+5xTA 58 70-77 C.medius  AY154668
R:TTGTCATTT CCT CTTTGT ATT AA

33104 F: AGG GAG ATG GAT GCG GTAA 6+2x CA 58 257-297 C.medius  AY154667
R: GCA AAA TAA AAG TTC CTG GCA X

Mm21 F: TCA ATG CAT CAATTA ACC ACG 17xCA 58 213-245 M.murinus AY154669
R: CAG TTAACA TCC TCA GCA ATA X

Mm22 F: GAT ATT TGC AGT GAC GTC AAA 16xCA 58 204-240 M.murinus AY154670
R: AAC TTT GAC CCT TCC CAG TA X

Mm26b F: TAAATAACCAAGTAAAGGGTTC x 19xCA+8XxCTCA 58 233-253 M.murinus AY154671
R: CTA CAA ATG GAATGG TGATGA

Mm30 F: GAT GCT GAACCTCTGTCTG X 11xCA 58 213-234 M.murinus AY154672
R: GGC ATT TGC GCA AGG TCG

Mm39 F: TAC ACT CTG GGT TAC ATA AGA X 6XCT+16XAC+5XAT 58 153-221 M.murinus AY154673
R: ATCTTT CAT CTT CCTGTCCC

Mm40 F: GAG AAC AAG GAT AGA ATG TAA A 6+3+8XCA+3+7XCAAAA 58 142-167 M.murinus AY154674
R: TTTCCATTAACCTCTTACAACT X

Mm42 F:CATGGT TTCAGG TACTCCC X 25XTG 58 123-197 M.murinus AY154675
R: TCT TCATAT CCATCTCTAATAC

Mm43b F: CTA AAC TCC AAT ACA CAT ACC X 21xGT 58 136-172 M.murinus AY154676
R: GGT TTG GTC TGG GTG GAC

Mm51 F: CTT GAG GAAGTC TCT GAG G X 10+3xTG 58 98-120 M.murinus AY154677
R: TAT CAA AAT TGT AGC ATG TAACA

Mm53  F: TAG ATG GAT GTG AAT CCA CAA 23xTG 58 76-144  M.murinus AY154678
R: AGT GCT GGT CACTGCATCT X

Mm60 F: ACT GGA AAATTT CAT TAC AAC AT 19xTG 54 84-126  M.murinus AY154679

R: TAATTC TGAGACTTT TGATTTTG X

Mark.: Fluoreszenzmarkierung; T,: Annealing Temperatur; GréRe: bei allen typisierten
Microcebus spp. beobachteter Molekullgrofienbereich; Acc.No: accession number in der NCBI
GenBank

Die Anzahlen an Allelen und deren GroRenbereiche, die in den verschiedenen
Microcebus-Arten gefunden wurden, sind in Tab. 11 dargestellt. Mendelsche
Vererbung aller Marker konnte mit 21 Familien von M. murinus aus dem Feld
(Kirindy) und der Zuchtkolonie bestatigt werden. Gesamt-
Ausschlusswahrscheinlichkeiten fir den ersten und zweiten Elter von 0,999988 und
1,000000 wurden fur eine Population von M. murinus aus dem Kirindy-Wald
(n=308) und alle in Tab. 1 und Tab. 2 dargestellten Mikrosatellitenmarker auf3er
Mm26b mit dem Programm CERVUS 2.0 (Marshall et al., 1998) berechnet. Erwartete
und beobachtete Heterozygotieraten wurden auch mit dem Programm CERVUS 2.0
berechnet. In einigen Fallen in den kleineren Stichproben von M. berthae,
M. griseorufus und M. rufus zeigten einzelne Marker bemerkenswerte Unterschiede
zwischen erwarteten und beobachteten Heterozygotieraten. Diese Falle kdnnen hier
nicht diskutiert werden aber werden in unseren laufenden Studien mit vollstandigeren
Stichproben untersucht werden. Um die Aussagekraft dieses Markersatzes zu
bewerten, geben wir hier auch die auf der Formel von Paetkau und Strobeck (1994)
und Taberlet und Luikart (1999) basierenden Wahrscheinlichkeiten fur
Genotypidentitat in zwei Individuen an. Sie wurden fur zwolf Loci, ohne Mm26b,
basierend auf einer Population im Kirindy-Wald von M. murinus (n = 308) berechnet:
1.: fiir zwei zufallig gezogene Individuen: 4,7-10™'® und

2.: fiir zwei genetisch vollverwandte Individuen: 2,7-10"®. Der zweite Wert entspricht
der maximalen Wahrscheinlichkeit wahrend die wahre Wahrscheinlichkeit zwischen
dem ersten und dem zweiten liegt.
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Tab. 11Amplifikation und Polymorphismus bei verschiedenen Mitgliedern der Familie Cheirogaleidae, bei verschiedenen Arten oder Populationen von
Mausmakis gefundene Allele, beobachtete und erwartete Heterozygotieraten

C medius M.berthae M.murinus M. murinus M.murinus M.griseorufus M.rufus
Kirindy Zuchtkolonie, Brunoy, Fort Dauphin
Frankreich
Locus (Ning=1) | Ning Nau Ho (He) [ Ning  Nau Ho (He) | Ning Nau Ho (He) [ Ning Nau Ho (He) | Ning Nau Ho (He) Ning Nai Ho (He)
(bp) (bp) (bp) (bp) (bp) (bp)
33103 + nt. nt n.t. 282 4 0,351 nt. nt n.t. 82 4 0,549 - - - 16 4 0,647
(71-76) (0,356) (70-77) (0,549) (68-74) (0,250)
33104 + 21 11 0,810 328 19 0,899 74 11 0,716 81 14 0,824 16 8 0,853 22 11 0,853
(255-289)  (0,850) (257-297)  (0,916) (267-293) (0,831) (257-297)  (0,790) (255-283)  (0,813) (249-283)  (0,773)
Mm21 + 12 7 0,833 240 16 0,742 67 8 0,776 82 11 0,703 16 11 0,865 22 11 0,851
(219-239)  (0,761) (213-245) (0,874) (219-241) (0,745) (218-242) (0,683) (214-238) (0,625) (210-238) (0,955)
Mm22 + 21 6 0,762 316 16 0,911 72 6 0,722 79 7 0,554 16 11 0,857 22 9 0,804
(222-234)  (0,807) (204-240)  (0,904) (205-225) (0,729) (207-221)  (0,557) (216-232)  (0,750) (225-245)  (0,682)
Mm30 - 18 7 0,778 242 15 0,719 18 2 0,500 76 7 0,703 15 3 0,297 19 4 0,422
(213-237)  (0,663) (213-234) (0,846) (222-227) (0,386) (217-229) (0,711) (221-225) (0,333) (225-231) (0,526)
Mm39 + 21 9 0,762 307 26 0,899 71 8 0,817 80 14 0,737 16 11 0,845 22 14 0,902
(164-190)  (0,820) (155-221)  (0,926) (153-199) (0,806) (153-199)  (0,725) (144-206)  (0,813) (151-242)  (1,000)
Mm40  n.t. 15 6 0,800 305 13 0,610 15 3 0,800 84 6 0,696 16 8 0,766 22 10 0,838
(145-157)  (0,784) (145-167)  (0,604) (142-162) (0,625) (144-165) (0,714) (154-174) (0,688) (145-167) (0,727)
Mm42 n.t. 14 9 0,286 241 30 0,817 18 3 0,444 83 28 0,915 16 12 0,913 - - -
(123-177)  (0,873) (123-197)  (0,925) (145-187) (0,398) (143-191)  (0,880) (133-185)  (0,750)
Mm43b n.t. 19 6 0,526 330 20 0,812 73 6 0,630 83 10 0,823 15 9 0,857 22 5 0,701
(142-162)  (0,799) (136-172)  (0,878) (144-162) (0,768) (144-162) (0,675) (144-164) (0,867) (140-166) (0,455)
Mm51 + 21 3 0,524 307 12 0,808 16 2 0,313 79 3 0,154 16 3 0,589 22 7 0,685
(97-103)  (0,557) (98-120) (0,833) (104-106) (0,272) (106-112)  (0,165) (102-108)  (0,688) (92-114) (0,591)
Mm53  + 18 9 0,833 320 28 0,863 9 2 0,526 70 5 0,111 16 15 0,919 22 9 0,816
(76-110) (0,833) (76-144) (0,950) (76-104) (0,398) (78-105) (0,114) (89-129) (1,000) (79-109) (0,636)
Mm60 - np. n.p. n.p. 325 16 0,831 18 4 0,944 74 9 0,812 16 13 0,929 - - -
(84-126) (0,904) (104-126) (0,702) (104-126)  (0,757) (96-122) (0,875)
Mm26b - nt. nt n.t. nt. nt n.t. nt.  nt n.t. 17 10 0,850 15 6 0,766 22 2 0,13
(233-253) (0,824) (209-219) (0,467) (197-199) (0,136)

Ning : Anzahl typisierter Individuen; Nu, : Anzahl beobachteter Allele; bp: MolekilgréRenbereich (Basenpaare); He : erwartete Heterozygotierate; Ho : beobachtete
Heterozygotierate; +: Marker konnte amplifiziert werden; - Marker konnte nicht amplifiziert werden; n.p.: Marker zeigte keinen Polymorphismus; n.t.: nicht
getestet
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5 Ergebnisse

Morphometrische Vergleiche Microcebus

Tab. 12 stellt einige morphometrische Daten von M. griseorufus, M. murinus
M. rufus dar. Um die Daten mit publizierten Daten (Atsalis et al. 1996)
und M. rufus
Ranomafana, Ost-Madagaskar vergleichen zu kdnnen, wurden wie in dem
veroffentlichten Datensatz nur adulte mannliche Tiere einbezogen, die in
Monaten Juni bis August gefangen worden waren.

M. murinus aus Kirindy,

West-Madagaskar

Tab. 12 Morphometrische Daten fiir Microcebus spp.

(Abb. 1:

und
von
aus
dort
den

MgFTD MmFTD Mm Mr FTD Mr Rano-
Kirindy mafana
Schwanzlange (mm) Mittelwert 148,2 125,1 145,2 127,9 121,7
Standardfehler 2,92 1,74 1,47 1,63 0,97
Minimum 133,0 112,0 127,0 115,0 109,0
Maximum 160,0 140,0 162,0 146,0 140,0
n 10 19 33 19 41
Kopflange (mm) Mittelwert 33,6 35,2 35,3 35,8 ?
Standardfehler 0,31 0,36 0,34 0,17 0,14
Minimum 32,3 30,0 32,4 34,3 32,1
Maximum 35,3 37,1 38,3 36,7 35,8
n 10 19 33 19 41
Kopfbreite(mm) Mittelwert 19,9 21,8 21,4 21,7 20,0
Standardfehler 0,17 0,19 0,18 0,14 0,09
Minimum 19,1 20,4 19,7 19,9 18,7
Maximum 20,7 24,0 24,4 22,7 214
n 10 19 33 19 39
HinterfuBlange (mm)  Mittelwert 32,8 32,2 32,3 32,7 31,9
Standardfehler 0,57 0,32 0,19 0,23 0,18
Minimum 30,0 28,0 30,0 31,0 29,0
Maximum 35,0 34,0 34,0 34,0 35,0
n 10 19 33 19 40
Ohrlange (mm) Mittelwert 24,2 23,3 22,5 18,5 18,6
Standardfehler 0,24 0,33 0,32 0,21 0,13
Minimum 23,4 20,5 19,8 16,8 16,7
Maximum 25,8 25,6 26,2 20,1 20,5
n 10 19 33 19 40
Ohrbreite (mm) Mittelwert 18,2 17,0 17,7 13,3 14,6
Standardfehler 0,41 0,33 0,19 0,19 0,14
Minimum 15,8 13,8 15,7 11,3 12,3
Maximum 20,1 19,9 20,1 14,6 16,5
n 10 18 33 19 40
Gewicht (g) Mittelwert 47,0 64,2 58,8 54,8 41,9
Standardfehler 2,14 1,50 1,53 1,45 0,81
Minimum 39,0 50,0 41,0 47,0 32,1
Maximum 58,0 79,0 77,0 67,0 54,5
n 10 19 33 19 43

Alle dargestellten Daten stammen von adulten mannlichen Tieren, die in den Monaten Juni-August

gefangen wurden.

FTD: Fort Dauphin (in der vorliegenden Arbeit erhobene Daten);

Mg:

M. griseorufus; Mm: M. murinus; Mr: M. rufus. Die Daten von M. murinus in Kirindy und M. rufus in
Ranomafana wurden von Atsalis et al. (1996) ubernommen. ,?“: Der von Atsalis et al. (1996)
angegebene Wert von 23,3 mm (Kopflange, Mittelwert) ist offensichtlich ein Schreibfehler.
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Bei den Schwanzlangen und beim Gewicht wird bei allen dargestellten Arten und
Herkunftsregionen eine grof3e Variation sichtbar. Die Mittelwerte von M. murinus aus
der Region Fort Dauphin und Kirindy und von M. rufus aus der Region Fort Dauphin
und Ranomafana sind dabei ebenfalls deutlich verschieden. Kopflange, Kopfbreite
und HinterfuBlange sind bei M. murinus und M. rufus zwischen den Arten und
zwischen den Herkunftsregionen sehr ahnlich. Bei M. griseorufus wurden etwas
kleinere Kopfmalle gemessen, wobei sich die Variationsbreite mit den anderen
beiden Arten stark Uberlappt. Ohrlange und Ohrbreite sind bei M. rufus deutlich
kleiner als bei den anderen beiden Arten, wobei sich die Variationsbreiten nur gering
Uberlappen. Dabei sind die bei M. murinus und M. rufus in der Region Fort Dauphin
gemessenen Werte sehr ahnlich mit den von Atsalis et al. (1996) fur Kirindy bzw.
Ranomafana angegebenen Werte. Die OhrmaflRe von M. griseorufus sind leicht
gréler als bei M. murinus. Dabei Uberlappen die Variationsbreiten stark.

Mitochondriale Sequenzdaten

Cheirogaleus medius, Anzahl beobachteter Haplotypen

Bei 82 Individuen aus 7 Populationen der Region Fort Dauphin wurden 13
unterschiedliche Haplotypen der mitochondrialen Hypervariablen Region |
beobachtet (Tab. 13). Die Anzahl beobachteter Haplotypen je Population lag
zwischen 1 und 4 bei StichprobengréRen zwischen 5 und 18. Ein direkter
Zusammenhang zwischen Stichprobengrofle und Anzahl der Haplotypen wird im
Vergleich der Populationen nicht deutlich: Zum Beispiel wurden in der Population Am
mit der kleinsten Stichprobe (N=5) 3 Haplotypen beobachtet, in der Population S1 mit
der grofdten Stichprobe (N=18) dagegen 2 Haplotypen. Die Haufigkeit einzelner
Haplotypen lag zwischen 1 und 22. Drei Haplotypen wurden in jeweils 2 Populationen
beobachtet, die jeweils geographisch benachbart liegen: Populationen S8 und S9:
Haplotyp c; Populationen M15 und M16: Haplotypen g und h.

Tab. 13 Haufigkeiten der mt-Haplotypen (Hypervariable Region 1) in den Populationen von
Cheirogaleus medius

Hapl. Am | M15 | M16 | Pe S1 S8 S9 | Summe
C 1 1
d 15 7 22
e 2 2
f 3 3
g 4 5 9
h 1 1
i 3 3
j 8 8
k 1 1
I 2 2
m 16 16
n 9 13
0 1 1
Summe (Ind.) 5 10 14 8 18 15 12 82
Anz. Hapl. 3 4 2 1 2 1 3

Hapl.: Haplotyp; Summe (Ind.): Summe der Individuen, Anz. Hapl.: Anzahl beobachteter Haplotypen

Microcebus, Anzahl beobachteter Haplotypen

Bei insgesamt 383 Individuen von M. griseorufus, M. murinus und M. rufus und
einem Hybriden (M. griseorufus X murinus) wurden 44 unterschiedliche
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mitochondriale Haplotypen der Hypervariablen Region | beobachtet. Mehr als die
Halfte dieser Haplotypen wurden bei den 104 untersuchten Individuen von
Microcebus rufus beobachtet, die 27 % der Gesamtindividuenzahl von 383
Microcebus spp. ausmachen (Tab. 14).

Tab. 14 Anzahl Individuen und mt-Haplotypen (Hypervariable Region I) bei den untersuchten
Microcebus-Arten.

Art N Anzahl Haplotypen
M. griseorufus 18 9

M. griseorufus X 1 1

murinus

M. murinus 260 10

M. rufus 104 24

Auch innerhalb der einzelnen Microcebus-Arten variierte die Anzahl festgestellter
Haplotypen zwischen den einzelnen Populationen stark zwischen 1 und 9. Bei
M. griseorufus wurden z.B. in der Population Be (N=10) nur zwei unterschiedliche
Haplotypen beobachtet gegenuber 7 Haplotypen in der Population Mv (N=8). Die
StichprobengréfRen bei den einzelnen Populationen variieren dabei von 1 bis 79
(Abb. 4). Bei 9 Populationen wurde nur je ein Haplotyp nachgewiesen. Dabei waren
in 3 Fallen die Stichproben mit N=1 oder N=2 sehr klein. Abb. 1 zeigt die Anzahl
beobachteter Haplotypen in Abhangigkeit von der StichprobengroRe unter
Auslassung dieser sehr kleinen Stichproben. Es wurde kein deutlicher
Zusammenhang zwischen Stichprobengrofe und Haplotypenanzahl beobachtet
(Abb. 5). Von den sechs Populationen mit Stichprobengréflen zwischen 8 und 16
Individuen mit jeweils nur einem Haplotyp gehoren funf zur Art Microcebus murinus
und zur Region Mandena; eine Population (S17) gehort zur Art Microcebus rufus.
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Abb. 4 Anzahl unterschiedlicher mt-Haplotypen (Hypervariable Region I), Microcebus spp. -
Populationen

BeMg: Berenty - Microcebus griseorufus; BeMm: Berenty - Microcebus murinus; Angaben in
Klammern hinter den Populationsnamen: StichprobengréRen

10

y = 0.0283x + 2.2264
7 . R? = 0.058
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Abb. 5 Anzahl mt-Haplotypen in Abh&ngigkeit von der StichprobengréfR3e in den Populationen
von M. griseorufus, M. murinus und M. rufus

Sehr kleine Stichproben mit N=1 oder N=2 wurden nicht eingeschlossen. Die dargestellte lineare
Trendlinie wurde nach der Methode der kleinsten Quadrate mit Microsoft Excel 2003 berechnet.
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Tab. 15 zeigt die Haufigkeiten der einzelnen Haplotypen in den einzelnen
Populationen. Von den 44 beobachteten Haplotypen bei Microcebus spp. wurden 40
jeweils in nur einer Population gefunden. Die Haufigkeiten schwankten dabei
zwischen 1 und 40 Individuen. Der Haplotyp "b" dagegen wurde als haufigster
Haplotyp bei insgesamt 154 Individuen von M. murinus in allen Populationen der
Region Mandena gefunden. Die Haplotypen "a" und "c" traten seltener und nur in
zwei bzw. drei Populationen der Region Mandena auf. Ein Haplotyp bei M. rufus,
"ah", trat in zwei unterschiedlichen Populationen auf: Mt (2 Individuen) und Fa (ein
Individuum).
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Tab. 15 Haufigkeiten der mt-Haplotypen (Hypervariable Region 1) in den Populationen von
Microcebus spp.

Art Mg Mm Mr

Pop. | Be | Mv J Ank | Be | MO1 | MO4 | MO5 [ M06 | MO7 | M13 [ M15 | M16 | M20 | Pe § Am | An | Fa | Mt | SO7 [ SO8 | S09 | S17

Hapl. Sum.
| 8 8
m 2 2
al 1 1
n 1 1
[¢) 1 1
p 2 2
u 1 1
X 1 1
y 1 1
au 1 1
t 2 2
b 8 11 16 14 9 20 12 52 12 154
am 2 2
a 12 9 21
c 1 18 4 23
ag 1 1
d 10 10
e 40 40
f 3 3
g 4 4
af 9 9
ak 1 1
ar 2 2
as 2 2
at 1 1
ah 2|1 3
ao 7
ap 1 1
aa 2 2
ab 1 1
ac 4 4
ad 3 3
ai 1 1
aj 1 1
q 8 8
z 4 4
aq 2 2
r 12 12
w 12 12
j 3 3
k 8 8
S 4 4
\ 2 2
ae 11 11
Sum. | 10| 8 1 2 8 11 16 14 9 22 | 25 | 79 16 |58 10 | 5 |10/25| 2 | 24 |17 | 11 383

Dargestellt sind die Anzahlen an Individuen mit den unterschiedlichen beobachteten mt Haplotypen
der Hypervariablen Region | bei Microcebus spp. (Mg: Microcebus griseorufus, Mm: Microcebus
murinus, Mr: Microcebus rufus), Pop.: Population, Sum. Summe, Hapl.: Haplotyp. Bei dem Individuum
der Population Ank (Ankilivalo) mit dem Haplotyp "au" handelt es sich um einen Hybriden dessen mt
Haplotyp Microcebus murinus zugeordnet wurde.

Cheirogaleus medius, Phylogenetische Baumrekonstruktion

Abb. 6 zeigt eine Maximum-Likelihood-Baumrekonstruktion (TREEPUZZLE, HKY,
uniforme Austauschrate, 1000 puzzling steps) auf Grundlage der beobachteten
Haplotypen der mitochondrialen Hypervariablen Region | von Cheirogaleus medius
mit Cheirogaleus major als Aul3engruppe. In der Innengruppe sind alle in der Region
Fort Dauphin beobachteten Haplotypen von Cheirogaleus medius und zwei
Haplotypen aus dem forét de Kirindy, West Madagaskar (Probenmaterial: Fietz)
enthalten. Abb. 7 zeigt eine entsprechende Baumrekonstruktion mit Cheirogaleus
medius (Kirindy, West Madagaskar) als Aul3engruppe und allen in der Region Fort
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Dauphin, Sudostmadagaskar beobachteten Haplotypen als Innengruppe. Die C.
medius - Haplotypen aus West-Madagaskar und aus Sudost-Madagaskar bilden gut
unterstitzte Clades (MLSV: 100, Abb. 6). Die Topologie innerhalb der Haplotypen
aus Sudostmadagaskar ist in beiden Baumrekonstruktionen identisch. Ein gut
unterstitzter Clade (Abb. 7, Clade "A") umfasst alle Haplotypen bis auf einen einzeln
stehenden Haplotyp (c, M15, Abb. 7). Clade "A" strukturiert sich in mehrere teilweise
geschachtelte Subclades (in Abb. 7 mit A4, A2, Az1... bezeichnet).
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C. major, M15

a, Ki (3)

100
b, Ki (2)

¢, M15 (1)

d, S8 (15) S9 (7)

84
L e S9(2)
100"

_ f, S9 (3)

L g, M15 (4) M16(5)

%

1 h, Am (1)

o0
i, Am (3)

95" L]

82 j, Pe (8)
93" | |78

k, Am (1)

1, S1(2)

m, S1 (16)

75

i n, M15 (4) M16(9)

05" 0, M15 (1)

0.1

Abb. 6 Maximum-Likelihood-Baumrekonstruktion (TREEPUZZLE) Cheirogaleus medius,
AulRengruppe: Cheirogaleus major (Mandena-M15)

Mitochondriale Hypervariable Region I. 458 bp, 1000 puzzling steps, HKY-Sequenz-Evolutionsmodell,
uniforme Austauschrate. Innengruppe: alle in der hier vorliegenden Arbeit ermittelten Haplotypen von
Cheirogaleus medius aus der Region Fort Dauphin, Stdostmadagaskar und zwei Haplotypen von C.
medius aus dem forét de Kirindy, West Madagaskar (Probenmaterial: Fietz); Zahlenwerte am
Baumdiagramm: maximum-likelihood-support-values. Haplotypen sind mit Kleinbuchstaben
bezeichnet, gefolgt von dem Populationskirzel (z.B. "M15") und der Angabe der Haufigkeit in
Klammern. Langenmalstab: Substitutionen pro Position.
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a, Ki (3)

¢, M15 (1)
, d, S8 (15) S9 (7)
{76 e, S9(2) }Al\
f,S9 (3)
\
g, M15 (4) M16(5)

. h,Am (1)

i, Am (3) >A21

i.Pe(®)

~ k,Am (1) A2

L1812

. m, S1(16)

Aay | )

; n,M15(4)M16(9)}

0, M15(1)

Abb. 7 Maximum-Likelihood-Baumrekonstruktion (TREEPUZZLE) Cheirogaleus medius,
Aulengruppe: Cheirogaleus medius (Kirindy, West-Madagaskar)

Innengruppe: alle in der hier vorliegenden Arbeit ermittelten Haplotypen von Cheirogaleus medius aus
der Region Fort Dauphin, Siidostmadagaskar; mitochondriale Hypervariable Region |. 458 bp, 1000
puzzling steps, HKY-Sequenz-Evolutionsmodell, uniforme Austauschrate; Zahlenwerte am
Baumdiagramm: Maximum-likelihood-support-values. Haplotypen sind mit Kleinbuchstaben
bezeichnet, gefolgt von dem Populationskiirzel (z.B. "M15") und der Angabe der Haufigkeit in
Klammern. GroRbuchstaben, z. T. mit Indizes (z.B. A,), bezeichnen Clades und Subclades.
Langenmalstab: Substitutionen pro Position. AuRengruppe: a, Ki (3): Cheirogaleus medius, Kirindy,
West Madagaskar (Probenmaterial: Fietz).
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Microcebus, Phylogenetische Baumrekonstruktionen

Abb. 8 zeigt eine Maximum-Likelihood-Baumrekonstruktion (TREEPUZZLE) der
mitochondrialen Hypervariablen Region | von Microcebus spp. mit Varecia variegata
als Aullengruppe. Die Analyse umfasste Sequenzen von allen sieben derzeit
bekannten Arten der Gattung Microcebus. Dazu wurden die 44 Haplotypen, die bei
Microcebus griseorufus, M. murinus und M. rufus in der Region Fort Dauphin
nachgewiesen wurden, mit publizierten Sequenzen (Yoder el al. 2000) der Arten
M. griseorufus, M. murinus, M. sambiranensis, M. ravelobensis, M. rufus, M. berthae,
M. myoxinus, M. tavaratra und von Varecia variegata aligniert. Zwei Haplotypen aus
dem von Yoder et al. (2000) veroffentlichten Datensatz von M. murinus aus
Mandena, Fort Dauphin waren identisch mit in der hier vorliegenden Arbeit
beobachteten Haplotypen in  Mandena und wurden in der Analyse deshalb
ausgelassen. Die geographische Herkunft der von Yoder et al. (2000) publizierten
Sequenzen ist in dieser Publikation enthalten. Die Innengruppe umfasst damit 82
Sequenzen von Microcebus spp.. Die Haplotypen der Art M. rufus bilden drei
verschiedene Clades, deren Beziehungen untereinander nicht vollstandig aufgelost
sind. Die Ubrigen Microcebus-Arten bilden jeweils eigene Clades mit Maximum-
likelihood-support-values (im Folgenden "MLSV") zwischen 67 und 100. Die
phylogenetischen Beziehungen der Arten untereinander sind nicht vollstandig
aufgelost.

Zwei der drei M. rufus-Clades entsprechen in der Zusammensetzung den Taxa "M.
rufus 1" (Ranomafana, Ost-Madagaskar) und "M. rufus 2" (Tampolo, Nordost-
Madagaskar), die von Yoder et al. (2000) beschrieben wurden. Der dritte Clade
(MLSV: 53) wird von allen Haplotypen von M. rufus aus der Region Fort Dauphin (im
Folgenden " M. rufus - Fort Dauphin") aus der hier vorliegenden Arbeit gebildet.
Innerhalb dieses Clades sind drei gut unterstutzte subclades zu erkennen, von denen
einer ausschlieBlich von Haplotypen der Population Mt gebildet wird. Die anderen
beiden Clades sind aus Haplotypen unterschiedlicher  Populationen
zusammengesetzt.

Der clade "M. rufus 1" bildet einen gemeinsamen clade mit den Arten M. berthae und
M. myoxinus (MLSV: 60), die ebenfalls einen gemeinsamen Clade (MLSV: 75)
bilden.

Die Arten M. griseorufus und M. murinus bilden einen gemeinsamen clade (MLSV:
94).

Innerhalb des M. griseorufus-Clades bilden die Haplotypen aus dem Raum Fort
Dauphin (Populationen Be und Mv) keinen eigenen Clade sondern clustern teilweise
mit Haplotypen aus Beza Mahafaly (Sudwest-Madagaskar) zusammen.

Innerhalb des M. murinus-Clades bilden alle Haplotypen aus dem Raum Fort
Dauphin aus der hier vorliegenden Arbeit einen eigenen clade (MLSV: 84), der weiter
strukturiert ist. Ein weiterer Clade wird von Haplotypen aus Kirindy und Toliara (West-
und Sudwest-Madagaskar), (beide: Yoder et al. 2000) gebildet.

Intraspezifische und interspezifische Variabilitat

Innerhalb von M. murinus und M. rufus-Fort Dauphin und zwischen den drei M. rufus-
Clades M. rufus1, M. rufus2 und M. rufus-Fort Dauphin bestehen in der
Baumrekonstruktion gréRere Distanzen zwischen Haplotypen unterschiedlicher
subclades als zwischen Haplotypen der beiden Arten M. berthae und M. myoxinus.
Die Baum-Distanzen zwischen den drei M. rufus-Clades liegen in der gleichen
GroRenordnung wie zahlreiche interspezifische Distanzen zwischen den Microcebus-
Arten.
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Abb. 9 zeigt eine Maximum-Likelihood-Baumrekonstruktion (TREEPUZZLE) eines
Teildatensatzes der 0. a. 82 Haplotypen der mitochondrialen Hypervariablen Region |
mit allen Haplotypen der Arten M. rufus, M. myoxinus und M. berthae mit Varecia
variegata als Aulengruppe. Bei M. rufus sind auch hier drei Clades - M. rufus 1
(MLSV: 94), M. rufus 2 (MLSV: 72) und M. rufus-Fort Dauphin (MLSV: 100) - mit
gleicher Zusammensetzung wie in Abb. 8 zu erkennen. M. berthae (MLSV: 100) und
M. myoxinus (MLSV: 100) bilden jeweils eigene Clades, die einen gemeinsamen
Clade (MLSV: 100) formen. Insgesamt gliedert sich die Innengruppe in zwei
Hauptclades: M. rufus 1 (Ranomafana, Ost-Madagaskar) mit M. myoxinus und
M. berthae (beide West-Madagaskar) (MLSV: 90) einerseits und M. rufus-
Fort Dauphin (SlUdost-Madagaskar) und M. rufus 2 (Nordost-Madagaskar) (MLSV:
53) andererseits. Es fallt auf, dass die Taxa M. rufus 2 und M. rufus-Fort Dauphin,
die Populationen am nordlichen und sudlichen Rand des Verbreitungsgebietes von
M. rufus reprasentieren, zusammen clustern wahrend M. rufus 1 aus Ranomafana,
das etwas sudlich der Mitte des Verbreitungsgebietes von M. rufus liegt, zum
Ausschluss der nordlichen und sudlichen M. rufus - Populationen mit M. berthae und
M. myoxinus clustert.

Abb. 10 wund Abb. 11 zeigen Maximum-Likelihood-Baumrekonstruktionen
(TREEPUZZLE) nur mit den 44 Haplotypen von M. griseorufus, M. murinus und
M. rufus aus dem Raum Fort Dauphin aus der hier vorliegenden Arbeit mit Varecia
variegata bzw. M. ravelobensis als Aul3engruppen (beide AulRengruppensequenzen
aus Yoder et al. (2000)). In beiden Baumrekonstruktionen ist die Topologie sehr
ahnlich.

Die drei Microcebus-Arten bilden je gut unterstitzte Clades (alle MLSV: 100). Auf
intraspezifischer Ebene sind deutliche, gut unterstitzte Clades sichtbar, die mit den
GroRRbuchstaben "A" bis "G" bezeichnet sind und in beiden Baumrekonstruktionen
(Abb. 10 und Abb. 11) aus den gleichen Haplotypen zusammengesetzt sind.
Innerhalb des Clades "B" sind mehrere subclades zu erkennen, von denen einer mit
"B4" bezeichnet ist. Innerhalb von M. murinus existiert neben den Clades "D" und "E"
ein isolierter Haplotyp: "t" aus der Population Be.

Bei M. rufus sind die beiden Clades "B" und "C" monophyletisch (MLSV: 99) zum
Ausschluss von clade "A".

Microcebus, Hybridisierung von M. murinus und M. griseorufus

An dem Individuum M425 vom Probennahmeort "Ank" waren deutliche
morphologische Kennzeichen von M. griseorufus beobachtet worden. Dieses
Individuum wies den Haplotyp "au" auf, der dem Clade "D" von M. murinus angehort.
Individuum M425 wird deshalb im Folgenden als Hybrid M. murinus X griseorufus
bezeichnet.
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Abb. 8 Maximum-Likelihood-Baumrekonstruktion (TREEPUZZLE) Microcebus spp. alle Arten
Aulengruppe: Varecia variegata

Mitochondriale Hypervariable Regionl. 493 bp, 10.000 puzzling steps, HKY-Sequenz-
Evolutionsmodell, uniforme Austauschrate. # Sequenzen aus Yoder et al. (2000). FTD: in der Region
Fort Dauphin, Stidostmadagaskar in der hier vorliegenden Arbeit ermittelte Haplotypen; Zahlenwerte:
Maximume-likelihood-support-values. Langenmal3stab: Substitutionen pro Position.
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Abb. 9 Maximum-Likelihood-Baumrekonstruktion (TREEPUZZLE) Microcebus myoxinus,
Microcebus berthae, Microcebus rufus, Aul3engruppe: Varecia variegata

Mitochondriale Hypervariable Region I. 493 bp, 1000 puzzling steps, HKY-Sequenz-Evolutionsmodell,
uniforme Austauschrate. # Sequenzen aus Yoder et al. (2000). FTD: in der Region Fort Dauphin,
Sldostmadagaskar in der hier vorliegenden Arbeit ermittelte Haplotypen; Zahlenwerte am
Baumdiagramm: Maximum-likelihood-support-values. Haplotypen aus dem Raum Fort Dauphin sind
mit Kleinbuchstaben bezeichnet, gefolgt von dem Populationskirzel (z.B. "Mt") und der Angabe der
Haufigkeit in Klammern. A, B, B;, C: im Text beschriebene monophyletische Gruppen.
Langenmalistab: Substitutionen pro Position.
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Abb. 10 Maximum-Likelihood-Baumrekonstruktion (TREEPUZZLE) Microcebus rufus,
Microcebus murinus, Microcebus griseorufus, Auliengruppe: Varecia variegata

Mitochondriale Hypervariable Region |. 493 bp, 1000 puzzling steps, HKY-Sequenz-Evolutionsmodell,
uniforme Austauschrate. # Sequenz von Varecia variegata aus Yoder et al. (2000). Innengruppe: alle
in der hier vorliegenden Arbeit ermittelten Haplotypen von Microcebus spp. aus der Region Fort
Dauphin, Stidostmadagaskar; Zahlenwerte am Baumdiagramm: Maximum-likelihood-support-values.
Haplotypen sind mit Kleinbuchstaben bezeichnet, gefolgt von dem Populationskiirzel (z.B. "Mt") und
der Angabe der Haufigkeit in Klammern. A, B, By, C, D, E, F, G: im Text beschriebene
monophyletische Gruppen. Langenmalstab: Substitutionen pro Position.
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Microcebus ravelobensis #
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Abb. 11 Maximum-Likelihood-Baumrekonstruktion (TREEPUZZLE) Microcebus rufus,
Microcebus murinus, Microcebus griseorufus, Aul3engruppe: Microcebus ravelobensis
Mitochondriale Hypervariable Region |. 493 bp, 1000 puzzling steps, HKY-Sequenz-Evolutionsmodell,
uniforme Austauschrate. # Sequenz von Microcebus ravelobensis aus Yoder et al. (2000).
Innengruppe: alle in der hier vorliegenden Arbeit ermittelten Haplotypen von Microcebus spp. aus der
Region Fort Dauphin, Sitdostmadagaskar; Zahlenwerte am Baumdiagramm: Maximum-likelihood-
support-values. Haplotypen sind mit Kleinbuchstaben bezeichnet, gefolgt von dem Populationskirzel
(z.B. "Mt") und der Angabe der Haufigkeit in Klammern. A, B, B4, C, D, E, F, G: im Text beschriebene
monophyletische Gruppen. Langenmalstab: Substitutionen pro Position.
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Cheirogaleus medius, Geographische Verteilung der Haplotypen

Die geographische Verteilung dieser Clades, Subclades und einzeln stehenden
Haplotypen ist in Abb. 12 dargestellt. In allen untersuchten Populationen kommen
Haplotypen des Clade "A" vor. Keine der untersuchten Populationen weist
ausschlieBlich Haplotypen eines Subclades auf, der an keinem anderen Ort
beobachtet wurde. Der einzeln stehende Haplotyp "c" wurde nur an einem Ort (M15)
beobachtet. Haplotypen des Subclades "A{" wurden nur in den benachbarten
Populationen S8 und S9 beobachtet, Haplotypen des Subclades "A;" in allen
Populationen auler S8. Auch die Subclades "Az1" und A" des Subclades "Ay"
wurden jeweils in mehreren, z. T. nicht unmittelbar benachbarten Populationen
beobachtet.

WA,
1S9

> %T>

- 1S4l
M16/s =

g
Fort Dauphin

- ’1%

Abb. 12 Geographische Verteilung der beobachteten C. medius - Subclades.

GroRbuchstaben mit Indizes (z.B. "A,"), bezeichnen die in der phylogenetischen Baumrekonstruktion
(Abb. 7) dargestellten Subclades. Der Kleinbuchstabe "c" bezeichnet den in der Baumrekonstruktion
einzeln stehenden Haplotypen "c".

A21
Am

Microcebus, Geographische Verteilung der Haplotypen

Abb. 13 und Abb. 14 zeigen die geographische Verteilung der Microcebus spp.-
Clades"A" bis "G".

Microcebus rufus

Der Clade "A" wurde nur in der Population Mt beobachtet. In dieser Population treten
alle existierenden Clades, "A", "B" und "C" auf. In der Population An (N=5) wurden
clade "B" und "C" beobachtet. In den ubrigen Populationen wurden jeweils nur
Haplotypen eines Clades beobachtet: In der Population Am trat nur der Clade "C"
auf. In den Populationen Fa, S7, S8, S9 und S17 trat nur Clade "B" auf. Alle
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beprobten Individuen der Populationen S8 und S9 wiesen Haplotypen des Subclades
"B¢" auf, der nur in diesen Populationen gefunden wurde.

Microcebus murinus

Der "isolierte" Haplotyp "t" wurde nur in der Population Be beobachtet (Abb. 13).

Alle beprobten Individuen der Population Pe wiesen Haplotypen des Clades "D" und
alle Individuen der Populationen in Mandena wiesen Haplotypen des Clades "E" auf.
Der Haplotyp "au" der nur bei einem Microcebus sp.-Individuum von dem
Probennahmeort Ank gefunden wurde fallt ebenfalls in den Clade D von Microcebus
murinus (Abb. 10, Abb. 11, Abb. 13, Abb. 14).

Microcebus griseorufus
Bei M. griseorufus traten je beide Clades, "F" und "G" in den beiden beprobten
Populationen Mv und Be auf.

. Ste Luce:
o \\\\\\\\\\

O
“&\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
M. murinus X griseorufus

50km

Abb. 13 Geographische Verteilung der beobachteten Microcebus spp.-Clades, alle Arten
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Mandena:

M1-M20
N

Fort Dauphin

,I 20 km

Abb. 14 Geographische Verteilung der beobachteten Microcebus spp.-Clades, M. rufus,
M. murinus und M. murinus X griseorufus

Abb. 15 zeigt die Haufigkeitsverteilung der vier im Gebiet Mandena beobachteten
Haplotypen in den einzelnen Populationen. Haplotyp "b" kommt in allen Populationen
vor und wurde bei je 50 bis 100% der Individuen beobachtet. Haplotyp "a" wurde bei
9 Individuen (11,4%) in Population M16 und 12 Individuen (48%) in Population M15
beobachtet. Haplotyp "c" wurde in Population M15 (1 Individuum, 4%) M16 (18
Individuen, 22,8%), M20 (4 Individuen, 25%) beobachtet. Haplotyp "am" wurde nur
bei zwei Individuen in Population M13 beobachtet. Abb. 15 zeigt deutlich die
geographische Aufteilung dieser Variabilitat: Die westlichen Populationen M13, M15,
M16 und M20 weisen je 2 bis 3 verschiedene Haplotypen auf, wahrend in allen
Ostlichen Populationen (M1, M4, M5, M6 und M7) nur Haplotyp "b" vorkommt. Dabei
sind die StichprobengrofRen in den westlichen Populationen Uberwiegend groRer als
in den Ostlichen Populationen.
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Abb. 15 Geographische Verteilung der beobachteten M. murinus - Haplotypen im Gebiet
Mandena

Mikrosatelliten-Daten

Cheirogaleus medius, Test auf Kopplungsungleichgewicht

Mit einem Test auf Kopplungsungleichgewicht (FSTAT) wurde keine signifikante
Kopplungsgruppe beobachtet: a= 0.05, angepasstes a nach Bonferroni-Korrektur:
0,001786, 560 Permutationen.

Microcebus, Test auf Kopplungsungleichgewicht

Mit einem Test auf Kopplungsungleichgewicht (FSTAT) wurde keine signifikante
Kopplungsgruppe beobachtet: a= 0.05, angepasstes a nach Bonferroni-Korrektur:
0,000909, 1100 Permutationen.

Cheirogaleus medius, Beobachtete Allelzahlen

Insgesamt wurden bei den 84 typisierten Individuen an den 8 untersuchten Loci 40
Allele beobachtet. Tab. 16 zeigt die Verteilung der Allelzahlen Uber alle Loci und
Populationen. Die eingesetzten Loci sind deutlich unterschiedlich variabel. Es wurden
je Locus zwischen 2 und 8 Allelen beobachtet. In den drei Populationen der Region
Ste Luce - S01, S08 und S09 - wurden deutlich mehr Allele (Summe Uber alle Loci:
26-31) beobachtet, als in den Ubrigen Populationen, die untereinander recht ahnliche
Werte aufweisen (Summe Uber alle Loci: 20-22). Dabei sind die Stichprobengréfien
in SO1 und S09 auch deutlich groRRer als in den Ubrigen Populationen (Tab. 16). In
S09 dagegen ist die Stichprobengrdlie kleiner als in M16, die Anzahl beobachteter
Allele aber deutlich groRer (S09: N= 11, 29 Allele, M16: N=14, 22 Allele).
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Tab. 16 Beobachtete Allelzahlen an 8 Mikrosatelliten-Loci in 7 Populationen von C. medius

Am M15 M16 Pe S01 S08 S09 alle Pop.

Ning 5 10 14 8 18 18 11 84
Locus

33_110 3 2 2 3 4 2 2 6
33 126 3 4 4 5 3 7 7 8
33_18 2 2 2 3 4 5 3 5
33_49 4 3 4 4 6 6 5 6
33_54 2 2 2 2 2 2 2 2
33 84 3 3 4 2 3 4 5 7
33_86 2 1 1 1 1 2 2 3
33 93 2 3 3 2 3 3 3 3
Summe 21 20 22 22 26 31 29 40

Ning: Anzahl Individuen; alle Pop.: Anzahl Individuen bzw. Allele in allen Populationen

Microcebus, Beobachtete Allelzahlen

Uber alle Loci und alle Arten wurden 232 unterschiedliche Allele beobachtet, davon
102 bei Microcebus griseorufus (N(Anzahl Individuen)=16), 126 bei Microcebus
murinus (N=215), 112 bei Microcebus rufus (N=106). Die Loci sind unterschiedlich
variabel untereinander und bei den einzelnen Arten. Flr einzelne Loci und Arten

variiert die beobachtete Allelzahl zwischen 3 und 23 Allelen (Tab. 17):

Tab. 17 Anzahl der beobachteten Allele bei den drei untersuchten Microcebus-Arten und
insgesamt, einzeln nach Locus und Uber alle Loci

Locus M. griseorufus M. murinus M. rufus alle Microcebus spp.
N=16 N=215 N=106 N=333

G878 n.a. 4 n.a. 4
G880 8 19 15 25
G988 10 13 11 20
G990 11 10 12 24
G998 11 19 23 37
G1002 3 3 10 11
G1004 15 n.a. 16 24
G1131 2 8 5 10
G1135 7 7 14 23
G1139 13 23 n.a. 25
G1143 9 10 6 13
G1151 13 10 n.a. 16
Alle Loci 102 126 112 232

n.a.: Locus wurde bei der betreffenden Art nicht angewendet; N: Anzahl Individuen

In den einzelnen untersuchten Populationen wurden sehr

Allelzahlen beobachtet (Tab. 18, Abb. 16):

unterschiedliche
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Tab. 18 Anzahl Allele je Locus und Population

Art  Pop. Npg Ny alle L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12
Loci
Mg Be 8 11 60 na 6 7 5 4 3 8 2 4 8 5 8
Mg Mv 8 11 72 na. 7 7 8 9 2 10 2 5 7 7 8
Mm MOl 8 11 42 4 3 2 3 4 3 na 5 4 6 5 3
Mm M04 11 11 51 2 6 4 5 6 1 na 4 3 8 5 7
Mm MO05 16 11 59 3 8 5 6 7 1 na 5 5 8 5 6
Mm M06 14 11 58 3 9 5 4 7 2 na 4 5 8 5 6
Mm MO07 11 11 48 3 7 3 4 4 2 na 3 4 9 4 5
Mm M13 22 11 65 4 9 6 5 6 3 na 5 6 9 6 6
Mm M15 24 11 61 4 4 6 5 6 2 na 4 6 11 6 7
Mm M16 42 11 77 3 12 8 5 8 2 na 5 6 13 6 9
Mm M20 16 11 61 4 8 5 3 5 2 na 4 5 12 6 7
Mm  Pe 49 11 93 3 17 8 6 15 2 na 6 6 14 9 7
Mr  Am 10 9 32 na. 5 4 2 5 3 2 2 6 n.a. 3 n.a.
Mr  An 5 9 47 na. 7 5 6 6 6 5 4 4 n.a. 4 n.a.
Mr  Fa 12 9 56 na. 9 6 8 7 5 8 3 5 n.a. 5 n.a.
Mr Mt 25 9 77 na. 8 11 10 16 6 8 4 9 n.a. 5 n.a.
Mr  S08 24 9 50 na 5 5 7 6 4 8 4 6 n.a. 5 n.a.
Mr  S09 17 9 61 na 7 7 7 9 5 7 5 8 n.a. 6 n.a.
Mr  S17 11 9 39 na. 6 4 5 5 4 4 3 5 n.a. 3 n.a.

Pop.: Population; Ni.q: Anzahl Individuen; Nio: Anzahl Loci; L1, L2...L12: untersuchte Loci, Mg: M.
griseorufus; Mm: M. murinus; Mr: M. rufus; n.a.: Locus wurde bei der betreffenden Art nicht
angewendet

Sehr kleine Stichproben (Be-Mm: N=2; S07: N=2) wurden weggelassen.
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Abb. 16 Gesamt-Allelzahl je Population

Dargestellt ist die Gesamt-Allelzahl Uber alle Loci je Population. Sehr kleine Stichproben (Be-Mm:
N=2; S07: N=2) wurden weggelassen. Schwarze S&ulen: M. griseorufus (11 Loci, 16 Individuen),
dunkelgrau: M. murinus (11 Loci, 213 Individuen), hellgrau: M. rufus (9 Loci, 104 Individuen),
schraffiert: Gesamt-Allelzahl fiir alle Populationen von M murinus in Mandena (M1 bis M20).

Im Vergleich zu anderen Populationen der jeweils gleichen Art weisen M01, M07,
MO04, Am und S17 herausragend geringe und M16, Pe und Mt herausragend grol3e
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Allelzahlen auf. In den einzelnen M. murinus-Populationen von Mandena sind jeweils
weniger Allele vorhanden, als in Petriky. Insgesamt sind in Mandena aber 95 Allele,
in Petriky 93 Allele vorhanden.

Microcebus, kumulative Subsampling-Kurven und Anpassung von
Sattigungsfunktionen

Abb. 17 und Abb. 18 zeigen Beispiele fur die ermittelten kumulativen Subsampling-
Kurven (Mittelwerte der beobachteten Allelzahl in 100 Wiederholungen) und fir daran
angepasste exponentielle Sattigungsfunktionen (y=a*(1-exp(b*x), Levenberg-
Marquart-Algorithmus).

In Abb. 17 (Locus #G1135, Populationen M4 und M16) zeigen die beiden
kumulativen  Subsampling-Kurven  einen  gesattigten  Kurvenverlauf  bei
unterschiedlichen StichprobengroRen (M4: N=11, M16: N=42) und unterschiedlichen
beobachteten Allelzahlen (M4: 3 Allele, M16: 6 Allele). Dementsprechend sind die
Sattigungswerte der angepassten exponentiellen Sattigungsfunktionen (M4: 3,0094;
M16: 5,8614). annahernd gleich gro3 wie die beobachteten Allelzahlen. Nach
Rundung der Sattigungswerte der exponentiellen Sattigungsfunktionen auf
Ganzzahlen zur Abschatzung der Allelzahl ergeben sich gleiche Werte wie die
beobachteten Allelzahlen.

In Abb. 18 (Locus #G990, Populationen Am, An und S8) zeigen die kumulativen
Subsampling-Kurven der Populationen Am (N=10) und S8 (N=24) ebenfalls
annahernd gesattigte Verlaufe. Die beobachteten Allelzahlen (Am: 2 Allele; S8: 7
Allele) und die Sattigungswerte der exponentiellen Sattigungsfunktionen (Am:
2,0025; S8: 6,7890) sind sehr ahnlich. Die kumulative Subsampling-Kurve der
Population An (N=5) zeigt dagegen keinen gesattigten Verlauf. Entsprechend
unterscheidet sich die beobachtete Allelzahl (6 Allele) stark von dem Sattigungswert
der exponentiellen Sattigungsfunktion (11,2192) und der daraus geschatzten
Allelzahl (11 Allele).
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Abb. 17 Kumulative Subsampling-Kurven und angepasste exponentielle Sattigungsfunktionen
fir den Locus #G1135 und die Populationen M4 (N=11) und M16 (N=42)

"obsM4" und "obsM16": kumulative Subsampling-Kurven, "fitM4" und "fitM16"; angepasste
exponentielle Sattigungsfunktionen

—%—0obsAm
—a—fitAm

Anzahl Allele

—e—o0bsAn
—a—fitAn

—+—0bsS8 | |
—o—fitS8

0 T T T T
0 10 20 30 40 50

Anzahl Individuen

Abb. 18 Kumulative Subsampling-Kurven und angepasste exponentielle Sattigungsfunktionen
fir den Locus #G990 und die Populationen Am (N=10), An (N=5) und S8 (N=24)

"obsAm", "obsAn", "obsS8": kumulative Subsampling-Kurven, "fitAm", "fitAn", "fitS8": angepasste
exponentielle Sattigungsfunktionen

Fir jede Population und jeden Locus wurde eine kumulative Subsampling-Kurve
berechnet und eine exponentielle Sattigungsfunktion (y=a*(1-exp(b*x)) an diese
Kurve angepasst. Geschatzte Allelzahlen wurden durch Runden der Sattigungswerte
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,2a" dieser Funktionen auf Ganzzahlen ermittelt. Tab. 19 und Tab. 20 stellen fir alle
beprobten Microcebus-Populationen mit Stichprobengro3en von mindestens 5 die
beobachteten und so geschatzten Allelzahlen fir einzelne Loci und als Summe Uber
alle Loci dar. Abb. 19 stellt die Summenwerte Uber alle Loci graphisch dar. Bei den
meisten Populationen gibt es keine oder nur einzelne kleine Unterschiede zwischen
geschatzter und beobachteter Allelzahl. Die grofdten Abweichungen wurden bei der
Population An (N=5, Tab. 20) beobachtet. Deutliche aber sehr viel kleinere
Abweichungen wurden bei den Populationen Be, Mv, und Fa beobachtet.

Tab. 19 Anzahl Allele, beobachtet und geschéatzt nach Anpassung exponentieller
Sattigungsfunktionen an kumulative Subsampling-Kurven, Microcebus griseorufus und
Microcebus murinus

Be Mv M1 M4 M5 M6 M7 M13 | M15 | M16 | M20 Pe

L1 n.a n.a. 4/4 2/2 3/3 3/3 3/3 4/4 4/4 3/3 4/4 3/3

L2 6/6. 7/9 3/3 6/6 8/8 | 9/10 77 9/9 4/4 | 1212 | 8/8 | 1717

L3 7/9 7/8 2/2 4/4 5/5 5/5 3/3 6/6 6/6 8/8 5/5 8/8

L4 5/5 | 812 | 3/3 5/5 6/6 4/4 4/4 5/5 5/5 5/5 3/3 6/6

L5 4/4 | 912 | 4/4 6/6 77 717 4/4 6/6 6/6 8/8 5/5 | 15/15

L6 3/3 2/2 3/3 mm* | 2/2 2/2 3/3 2/2 2/2 2/2 2/2

L7 8/10 [ 10/14 | n.a n.a. n.a. n.a n.a. n.a n.a n.a n.a n.a.

L8 202 | 202 | 5/5 | a/a | 5/5 | 4/4 | 3/3 | 55 | 4/4 | 55 | 4/4 | 6/6

L9 4/4 5/5 4/4 3/3 5/5 5/5 4/4 6/6 6/6 6/6 5/5 6/6

L10 8/9 7/9 6/6 8/9 8/8 8/8 | 9/11 9/9 | 11/11 | 13/13 | 12/13 | 14/13

L11 5/5 7/8 5/5 5/5 5/5 5/5 4/4 6/6 6/6 6/6 6/6 9/9

L12 8/10 | 8/10 | 3/3 717 6/6 6/6 5/5 6/6 777 9/9 717 77

Sum. | 60/67 | 72/91 | 42/42 | 51/52 | 59/59 | 58/59 | 48/50 | 65/65 | 61/61 | 77/77 | 61/62 | 93/92

Dargestellt sind fir einzelne Populationen und Loci die beobachtete Allelzahl (vor dem Schragstrich)
und die Allelzahl, die nach Anpassung einer exponentiellen Sattigungsfunktion an die kumulative
Subsampling-Kurve geschéatzt wurde (nach dem Schragstrich). Felder, in denen diese Werte
voneinander abweichen, sind grau unterlegt. L1-L12: verwendete Loci, n.a.: Locus nicht angewendet,
Sum.: Summen Uber alle Loci. Populationen Be und Mv: M. griseorufus, Ubrige: M. murinus
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Tab. 20 Anzahl Allele, beobachtet und geschétzt nach Anpassung exponentieller
Sattigungsfunktionen an kumulative Subsampling-Kurven, Microcebus rufus

Am An Fa Mt S8 S9 S17
L1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
L2 5/5 7/34 9/11 8/8 5/5 717 6/6
L3 4/4 5/7 6/6 11/11 5/5 717 4/4
L4 2/2 6/11 8/9 10/10 717 717 5/5
L5 5/5 6/8 717 16/18 6/6 9/9 5/5
L6 3/3 6/12 5/5 6/6 4/4 5/5 4/4
L7 2/2 5122 8/9 8/8 8/8 717 4/4
L8 2/2 4/4 3/3 4/4 4/4 5/5 3/3
L9 6/7 4/4 5/5 9/9 6/6 8/8 5/5
L10 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
L11 3/3 4/4 5/5 5/5 5/5 6/6 3/3
L12 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sum. 32/33 47/106 56/60 77/79 50/50 61/61 39/39

Dargestellt sind fir einzelne Populationen und Loci die beobachtete Allelzahl (vor dem Schragstrich)
und die Allelzahl, die nach Anpassung einer exponentiellen Sattigungsfunktion an die kumulative
Subsampling-Kurve geschéatzt wurde (nach dem Schragstrich). Felder, in denen diese Werte
voneinander abweichen, sind grau unterlegt. L1-L12: verwendete Loci, n.a.: Locus nicht angewendet,
Sum.: Summen Uber alle Loci
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100 B geschatzt (aus
Sattigungsfunktion)

80

Anzahl Allele

40
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Be Mv M1 M4 M5 M6 M7 M13 M15 M16 M20 Pe Am An Fa Mt S8 S9 Ss17

Population

Abb. 19 beobachtete und geschétzte Allelzahlen, Summen Uber alle Loci, Microcebus spp.
Beobachtet: beobachtete Allelzahl, Summe Uber alle Loci; geschatzt (aus Sattigungsfunktion): auf
Ganzzahlen gerundete Sattigungswerte exponentieller Sattigungsfunktionen, die an kumulative
Subsampling-Kurven angepasst wurden, Summen Uber alle Loci. Populationen: Be, Mv: Microcebus
griseorufus, M1 bis Pe: Microcebus murinus, Am bis S17: Microcebus rufus

Cheirogaleus medius, Allelic richness

Ein Test auf allelic richness basierend auf einer StichprobengrofRe (wiederholtes
Ziehen von Teilstichproben) von N=4 (FSTAT) ergibt wenig voneinander
abweichende Werte fur die einzelnen Populationen (Tab. 21). Es wiederholt sich aber
das gleiche Muster wie bei den beobachteten Allelzahlen (Tab. 16), wo die Werte fur
die drei Populationen in Ste Luce - S01, S08 und S09 am hdchsten sind. Ein Test, in
dem zwei Gruppen von Populationen verglichen wurden (Gruppe 1: Am, M15, M16
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und Pe; Gruppe 2: S01, S08 und S09) zeigt, dass die allelic richness in Gruppe 2
signifikant groRer als in Gruppe 1 ist (einseitiges p: 0,01100, zweiseitiges p:
0,00500).

Tab. 21 Test auf allelic richness, basierend auf einer StichprobengrdfRe von N=4

Am M15 M16 Pe S01 S08 S09
Ning 5 10 14 8 18 18 11
Locus
33110 3 1,949 1,992 2,765 2,674 1,997 1,98
33 126 28 3,448 3,663 3,667 2,806 4,901 4,987
33_18 1,8 1,807 1,652 2,728 3,48 3,163 1,727
33_49 3,778 2,65 2,335 3,686 4,209 3,954 4,147
33_54 2 1,996 1,998 1,962 1,993 1,996 1,996
33 84 2,8 2,39 3,195 1,987 2,65 3,577 3,512
33_86 1,978 1 1 1 1 1,764 1,364
33 93 2 2,349 2,362 1,997 2,614 2,466 2,305

Summe 20,156 17,589 18,197 19,792 21,426 23,818 22,018

Ning: Anzahl Individuen

Microcebus, Allelic richness

Microcebus murinus:

Ein Test auf Allelic Richness basierend auf einer StichprobengréRe von N=6 (FSTAT)
ergibt wenig voneinander abweichende Werte flr die einzelnen Populationen (Tab.
22).

Die Summen der Allelic-Richness-Werte Uber alle Loci zeigt, bis auf kleinere
Abweichungen den gleichen Trend wie die absolut beobachteten Allelzahlen, mit
MO1, MO7 und MO04 als Allel-armsten Populationen und Pe als Allel-reichster
Population.

Tab. 22 Test auf allelic richness, Microcebus murinus, basierend auf N=6

Locus MO1 MO04 MO05 MO6 MO7 M13 M15 M16 M20 Pe
G878 3,749 1,971 2,968 2,969 2,998 3,521 3,305 2,864 3,34 2,634
G880 2,993 4,809 58 5,984 5,76 5,091 3,847 5,825 5,481 8,006
G988 2 3,351 4,261 3,724 2,351 4,606 5,167 3,962 4,504 5,424
G990 2,7 4,38 4,747 3,651 3,835 3,88 3,563 3,453 2,512 3,813
G998 3,943 4,549 4,472 4,376 3,706 3,847 4,256 4,6 4,249 6,531
G1002 2,95 1 1 1,683 1,922 1,748 1,273 1,476 1,683 1,873
G1131 4,443 3,8 4,328 3,572 2,853 3,952 3,569 3,453 3,288 4,637
G1135 3,989 2,968 4,478 4,192 3,718 4,316 4,665 4,081 4,611 3,563
G1139 5,835 6,556 5,526 5,789 6,26 5,273 5,742 6,227 7,714 7,081
G1143 4,486 4,415 4,479 4,088 3,507 4,75 4,615 4,782 4,322 4,318
G1151 2,749 5,62 4,676 5,018 4,403 4,083 5,763 5,116 5,174 5,787
Summe(AR) 39,837 43,419 46,735 45,046 41,313 45,067 45,765 45,839 46,878 53,667
N 42 51 56 58 48 65 60 77 61 92

Summe(AR): Summe der Allelic-Richness-Werte lber alle 11 Loci; Np;: beobachtete Anzahl Allele
Uber alle 11 Loci

Microcebus rufus

Ein Test auf Allelic Richness (FSTAT) basierend auf einer Stichprobengrof3e von N=3
ergibt wenig voneinander abweichende Werte fur die einzelnen Populationen (Tab.
23). Die Summe der Allelic-Richness-Werte Uber alle Loci ergibt, verglichen mit der
Gesamtzahl der beobachteten Allele, einen abweichenden Trend: Die hochsten
summierten Allelic-Richness-Werte ergeben sich fur die drei Populationen im
kontinuierlichen Wald der Bergketten - An, Fa und Mt - mit dem hochsten Wert flr
An. Die niedrigsten Werte wurden fur beide Indices bei den Populationen Am und
S17 beobachtet.
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Tab. 23 Test auf allelic richness, Microcebus rufus, basierend auf N=3

Locus Am An Fa Mt S08 S09 S17
G880 3,744 5,464 3,731 4,092 3,347 3,67 3,629
G988 3,025 5 3,723 3,936 2,807 2,76 3,26
G990 1,986 4 4,173 4,222 3,77 3,734 3,897
G998 3,554 45 3,993 4,891 3,812 4,36 3,415
G1002 2,746 4,262 3,406 2,608 2,914 3,009 2,867
G1004 1,681 3,929 4,32 4,017 4,163 3,539 3,22
G1131 1,681 3,333 2,244 2,378 2,025 2,849 2,165
G1135 3,162 3,067 2,889 3,657 3,392 3,5 3,415
G1143 2,443 3,429 3,202 2,993 3,252 3,414 2,584
Summe(AR) 24,022 36,984 31,681 32,794 29482 30,835 28,452
Nai 32 47 56 77 50 61 39

Summe(AR): Summe der Allelic-Richness-Werte (ber alle 9 Loci; Na;: beobachtete Anzahl Allele tiber
alle 9 Loci

Cheirogaleus medius, F-Statistik

Tab. 24 zeigt die Ergebnisse der F-Statistik nach Weir und Cockerham (1984), mit
einem Jackknife-Verfahren berechnete Mittelwerte und Standardabweichungen,
sowie mit einem Bootstrap-Verfahren berechnete Konfidenzintervalle. Der positive
aber nah bei Null liegende Wert fur F zeigt ein geringes globales
Heterozygotendefizit an. Der positive Wert fur 6 zeigt eine milde Strukturierung des
Datensatzes in Populationen an. Der dicht bei Null liegende Wert fir f, sowie die um
Null liegenden Konfidenzintervalle zeigen an, dass in den Populationen global
betrachtet kein Heterozygotendefizit vorliegt.

Tab. 24 F-Statistik, C. medius, Werte Uber alle Loci

F 0 f
beobachtet 0,075 0,089 -0,016
Jackknife tGber Loci Mittelwert 0,075 0,089 -0,016
Standardabweichung 0,051 0,011 0,050
Bootstrap Uber Loci 95% Konfidenzintervall -0,027 0,169 0,066 0,106 -0,107 0,085
99% Konfidenzintervall -0,063 0,202 0,057 0,110 -0,137 0,121

F: Schatzwert fUr Fir; 6: Schatzwert fir Fsr; f: Schatzwert fur Fis

Microcebus, F-Statistik

Tab. 25 zeigt die Ergebnisse der F-Statistik nach Weir und Cockerham (1984), mit
einem Jackknife-Verfahren berechnete Mittelwerte und Standardabweichungen,
sowie mit einem Bootstrap-Verfahren berechnete Konfidenzintervalle. Die positiven
aber nah bei Null liegenden Werte fur F zeigen ein geringes globales
Heterozygotendefizit an. Die positiven Wert fir 6 zeigen eine schwache
Strukturierung der Datensatze in Populationen an. Die dicht bei Null liegenden Werte
fur f, sowie die um Null liegenden Konfidenzintervalle zeigen an, dass in den
Populationen global betrachtet kein Heterozygotendefizit vorliegt.
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Tab. 25 F-Statistik, M. murinus und M. rufus, Werte tiber alle Loci
Microcebus murinus

F f) f
beobachtet 0,083 0,06 0,025
Jackknife tber Loci Mittelwert 0,084 0,06 0,025
Standardabweichung 0,021 0,009 0,018
Bootstrap Uber Loci 95% Konfidenzintervall 0,047....0.122 0,043 0,077 -0,009 0,058
99% Konfidenzintervall 0,036 0,135 0,038 0,082 -0,020 0,068
Microcebus rufus
F 0 f
beobachtet 0,151 0,103 0,053
Jackknife Giber Loci Mittelwert 0,152 0,104 0,054
Standardabweichung 0,043 0,012 0,037
Bootstrap uber Loci 95% Konfidenzintervall 0,076 0,233 0,078 0,125 -0,008 0,127
99% Konfidenzintervall 0,057 0,262 0,068 0,131 -0,020 0,154

F: Schéatzwert fur Fir. 0: Schatzwert furr Fgr; f: Schatzwert fur Fig

Cheirogaleus medius, Test auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Tab. 26 zeigt die Ergebnisse eines Tests auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht an. Der
angegebene Wert fir alle Loci wurde nach dem in FSTAT implementierten Verfahren
als gewichtetes Mittel berechnet, bei dem die einzelnen Loci entsprechend ihrem
Informationsgehalt (ihrer Variabilitat) gewichtet werden. Fur den Test auf globales
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurden Allele Uber alle Populationen randomisiert
(18000 Randomisierungen) und der F-Wert (Fir nach Weir und Cockerham 1984) als
Prufstatistik verwendet. Fir den Test auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht innerhalb
der Populationen wurden Allele zwischen Individuen innerhalb der Populationen
randomisiert (18.000 Randomisierungen) und der f-Wert (Fis nach Weir und
Cockerham 1984) als Prufstatistik verwendet. Global (Uber alle Populationen) und
uber alle Loci wurde das Vorliegen eines Hardy-Weinberg-Gleichgewichts signifikant
bestatigt. Vier von Acht Loci befinden sich bei einzelner Betrachtung nicht im
globalen Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Innerhalb von Populationen liegt kein
signifikantes Hardy-Weinberg-Gleichgewicht vor.

Tab. 26 Test auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, C. medius

Locus globales HW HW innerhalb der Populationen
33110 0,28928 0,80678
33 126 0,01978 0,50717
33 18 0,00728 0,19367
33 49 0,28828 0,86967
33 54 0,97861 0,99533
33 84 0,30561 0,75328
33 86 0,00794 0,36567
33 93 0,00128 0,01378
alle Loci 0,00506 0,69461

Angegeben sind p-Werte aus 18.000 Randomisierungen. HW: Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Test auf Heterozygoteniberschuld oder -defizit fiir einzelne Populationen

Bei dem verwendeten Test auf Heterozygotenuberschul} oder -defizit fir einzelne
Populationen wurde nach dem in FSTAT implementierten Verfahren der Fis-Wert als
Prufstatistik verwendet. Tab. 27 zeigt die bestimmten Fs-Werte fur diesen Test fur
einzelne Loci und Uber alle Loci. Tab. 28 und Tab. 29 zeigen die p-Werte fir
signifikantes Heterozygotendefizit und signifikanten Heterozygotenuberschuf3. (1120
Randomisierungen, a= 0,05, angepalites o nach Bonferroni-Korrektur (flr einzelne
Loci und Populationen): 0,00089. Fur keine der Populationen - weder fur einzelne
Loci noch Uber alle Loci ist der Test signifikant.
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Tab. 27 FIS pro Locus und Population und tber alle Loci pro Population, C. medius

Locus Am M15 M16 Pe S01 S08 S09
33 110 -0,286 -0,286 0,286 0,233 -0,309 0,025 -0,429
33_126 -0,667 -0,008 0,176 0,143 -0,071 0,124 -0,064
33 18 0 0,64 -0,083 0,125 0,023 0,061 -0,026
33 49 -0,032 0,027 -0,156 0,023 -0,102 -0,167 0,086
33 54 -1 -0,111 0,032 -0,273 -0,433 -0,5 0,107
33 84 -0,391 0,46 0,122 -0,4 -0,211 -0,123 0,044
33_86 1 n.a. n.a. n.a. n.a. -0,143 0
33 93 0,273 0,153 0,37 0,727 0,122 -0,059 0,455
Alle Loci -0,183 0,1 0,144 0,107 -0,125 -0,081 0,017

n.a.: Test nicht anwendbar

Tab. 28 FIS pro Locus und Population und tGber alle Loci pro Population: p-Werte fr
signifikantes Heterozygotendefizit, C. medius

Locus Am M15 M16 Pe S01 S08 S09
33_110 1 1 0,2848 0,3027 0,9759 0,6241 1

33 126 1 0,6473 0,2107 0,4973 0,75 0,208 0,8295
33 18 1 0,1527 1 0,4848 0,5313 0,4455 1

33 49 0,742 0,5688 1 0,5946 0,8929 0,9634 0,4027
33 54 1 0,85 0,6696 1 0,9938 0,9955 0,6054
33 84 1 0,0884 0,3268 1 0,9259 0,8839 0,5446
33_86 0,0973 n.a. n.a. n.a. n.a. 1 1
33 93 0,6152 0,4688 0,15 0,1125 0,3732 0,7304 0,1125
Alle Loci 0,933 0,1518 0,0545 0,175 0,9616 0,9214 0,3821

o= 0,05, angepaldtes o nach Bonferroni-Korrektur (fiir einzelne Loci und Populationen): 0,00089; n.a.:
Test nicht anwendbar

Tab. 29 FIS pro Locus und Population und tber alle Loci pro Population:
p-Werte fir signifikanten Heterozygotentberschul3, C. medius

Locus Am M15 M16 Pe S01 S08 S09
33_110 0,5786 0,5464 0,9616 0,8982 0,0929 0,7143 0,2482
33 126 0,1134 0,6634 0,9152 0,9688 0,4563 0,9286 0,5152
33 18 1 1 0,8893 0,8446 0,6866 0,7786 0,9527
33 49 0,6821 0,6723 0,5259 0,7393 0,308 0,1348 0,8321
33 54 0,142 0,6616 0,7232 0,5964 0,0938 0,0759 0,8286
33 84 0,3839 0,9768 0,8571 0,4018 0,1929 0,2688 0,7955
33_86 1 n.a. n.a. n.a. n.a. 0,7045 1
33 93 0,9482 0,8679 0,9563 1 0,8 0,5482 0,9964
Alle Loci 0,1179 0,8714 0,9518 0,8304 0,0393 0,0804 0,633

o= 0,05, angepaldtes a nach Bonferroni-Korrektur (fiir einzelne Loci und Populationen): 0,00089; n.a.:
Test nicht anwendbar

Microcebus, Test auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Tab. 30 zeigt die Ergebnisse eines Tests auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Der
angegebene Wert fur alle Loci wurde nach dem in FSTAT implementierten Verfahren
als gewichtetes Mittel berechnet, bei dem die einzelnen Loci entsprechend ihrem
Informationsgehalt (ihrer Variabilitat) gewichtet werden. Fir den Test auf globales
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurden Allele Uber alle Populationen randomisiert
und der F-Wert (Fir nach Weir und Cockerham 1984) als Prufstatistik verwendet. Fur
den Test auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht innerhalb der Populationen wurden
Allele zwischen Individuen innerhalb der Populationen randomisiert und der f-Wert
(Fis nach Weir und Cockerham 1984) als Prifstatistik verwendet. Bei Microcebus
murinus und Microcebus rufus wurde Uber alle Loci global und innerhalb von
Populationen das Herrschen eines Hardy-Weinberg-Gleichgewichts signifikant
bestatigt. Fur einzelne Loci liegt in vielen Fallen (vermehrt beim Test innerhalb von
Populationen) keine Signifikanz vor.
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Tab. 30 Tests auf globales HW und HW innerhalb der Populationen von Microcebus murinus
und Microcebus rufus, p-Werte

Locus globales HW globales HW HW innerhalb d. Pop. HW innerhalb d. Pop.

M. murinus M. rufus M. murinus M. rufus

21000 Rand. 10000 Rand. 21000 Rand. 10000 Rand.
G878 0,03295 n.a. 0,50176 n.a.
G880 0,00005 0,0001 0,10538 0,1212
G988 0,54895 0,0102 0,98529 0,4925
G990 0,10867 0,0785 0,54910 0,8607
G998 0,01305 0,0003 0,38529 0,3077
G1002 0,07871 0,1352 0,77714 0,4838
G1004 n.a. 0,0001 n.a. 0,0001
G1131 0,388 0,7907 0,57310 0,8614
G1135 0,08019 0,0019 0,16610 0,5425
G1139 0,00005 n.a. 0,00076 n.a.
G1143 0,00005 0,0001 0,00248 0,0066
G1151 0,06529 n.a. 0,73257 n.a.
Alle Loci  0,00005 0,0001 0,02690 0,0018

HW: Hardy-Weinberg-Gleichgewicht; Rand.: Randomisierungen; n.a.: Locus wurde bei dieser Art nicht
angewendet

Test auf Heterozygoteniiberschul oder -defizit fiir einzelne Populationen:

Bei dem verwendeten Test auf Heterozygotenliberschuss oder -defizit fir einzelne
Populationen wurde nach dem in FSTAT implementierten Verfahren der Fis-Wert als
Prifstatistik verwendet. Tab. 31 flr Microcebus murinus und Tab. 34 fir Microcebus
rufus zeigen die bestimmten Fis-Werte fur diesen Test fur einzelne Loci und Uber alle
Loci.

n.a. Test nicht anwendbar

Tab. 32 und Tab. 33 (Microcebus murinus) und Tab. 35 und Tab. 36 (Microcebus
rufus) zeigen die p-Werte fur signifikantes Heterozygotendefizit und signifikanten
Heterozygotenuberschuss. (Microcebus murinus: 2200 Randomisierungen, o= 0,05,
angepasstes o nach Bonferroni-Korrektur fir einzelne Loci und Populationen:
0,00045; Microcebus rufus: 1260 Randomisierungen, a= 0,05, angepasstes a nach
Bonferroni-Korrektur fur einzelne Loci und Populationen: 0,00079).

Die in dem Test durchgefuhrte strikte Bonferroni-Korrektur bezieht sich auf einzelne
Loci und einzelne Populationen (M. murinus: 110 Tests, M. rufus: 63 Tests). In
keinem dieser einzelnen Tests wurde ein signifikantes Heterozygotendefizit oder ein
signifikanter Heterozygotenuberschuss beobachtet. Das bedeutet, dass auch eine
sequentielle Bonferroni-Korrektur zum gleichen Ergebnis fuhren wirde. Bei
Betrachtung nur des Tests Uber alle Loci ergab eine strikte Bonferroni-Korrektur bei
einem Signifikanzniveau von a= 0,05 folgende angepasste Werte fir a:

Microcebus murinus (10 Tests): o= 0,005

Microcebus rufus (7 Tests): o= 0,0071

Unter diesen Voraussetzungen wurde fir eine Population ein signifikantes
Heterozygotendefizit beobachtet: Microcebus murinus: Population M06 (Fis= 0,154,
p= 0,0014). In keinem Fall wurde ein signifikanter Heterozygoteniberschuss
beobachtet. Auch eine sequentielle Bonferroni-Korrektur ergab keine zusatzlichen
Signifikanzen.

FUr den Locus #G1200 bei Microcebus murinus war der Test in den Populationen
MO04 und MO05 nicht durchfihrbar, weil dort nur je ein Allel beobachtet wurde, fir das
alle typisierten Individuen homozygot sind. Diese Beobachtung entspricht einem
vollstandigen Heterozygotendefizit flr diesen Locus in diesen Populationen.
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Tab. 31 Test auf Heterozygoteniiberschuss oder -defizit fiir einzelne Loci und tber alle Loci fur
einzelne Populationen, Fs-Werte, Microcebus murinus

Locus MO1 MO04 MO05 MO06 MO7 M13 M15 M16 M20 Pe
G878 -0,012 -0,176 -0,116 0,072 0,091 0,02 0,089 -0,038 -0,143 0,087
G880 -0,12 0,024 0,294 0,071 -0,202 0,192 0,042 0,006 0,129 -0,02
G988 -0,111 -0,304 -0,096 -0,078 -0,071 -0,158 0,02 -0,106 -0,021 -0,046
G990 -0,105 0,012 -0,185 0,173 0,031 -0,165 0,095 -0,181 0,339 0,124
G998 0,012 -0,032 0,079 -0,004 -0,231 0,109 -0,128 0,061 0,063 0,007
G1002 0,028 n.a. n.a. -0,04 -0,111 0,317 0 -0,039 -0,04 -0,162
G1131 -0,135 -0,016 0,28 0,205 -0,189 -0,09 -0,051 -0,005 -0,124 -0,004
G1135 0,063 -0,022 -0,003 0,411 0,315 -0,048 -0,057 -0,064 0,024 0,096
G1139 -0,155 0,184 -0,043 0,235 -0,047 -0,019 -0,006 0,139 -0,023 0,249
G1143 -0,241 -0,111 -0,06 0,238 -0,135 0,255 -0,033 0,199 0,081 0,221
G1151 -0,018 0,006 -0,226 0,188 -0,209 0,022 0,013 0,054 -0,063 -0,053
Alle Loci  -0,07 -0,026 -0,002 0,154 -0,064 0,021 -0,004 0,02 0,01 0,054

n.a. Test nicht anwendbar

Tab. 32 Test auf Heterozygoteniiberschuss oder -defizit fiir einzelne Loci und Uber alle Loci fir
einzelne Populationen, p-Werte fur Heterozygotendefizit, Microcebus murinus

Locus MO1 MO04 MO05 MO06 MO7 M13 M15 M16 M20 Pe
G878 0,66 1 0,8059 0,4777 0,4427 0,5186 0,3459 0,6695 0,88 0,2736
G880 0,7855 0,5773 0,0218 0,3927 1 0,0695 0,4577 0,5491 0,2255 0,7477
G988 1 0,9636 0,8459 0,7995 1 0,9577 0,5059 0,9373 0,6736 0,81
G990 1 0,595 0,9641 0,2318 0,5541 0,9536 0,3282 0,9914 0,1527 0,1182
G998 0,63 0,7077 0,4059 0,6468 1 0,3032 0,8968 0,2873 0,4495 0,5155
G1002 0,6059 n.a. n.a. 1 1 0,0686 1 1 1 1

G1131 0,9091 0,6682 0,0509 0,1945 0,8514 0,8423 0,7377 0,585 0,8282 0,5886
G1135 0,5359 0,6659 0,6482 0,0136 0,1041 0,7323 0,765 0,8273 0,5264 0,1905

1 0,12 0,76 0,0568 0,8155 0,6682 0,6177 0,035 0,7623 0,0005
G1143 0,9814 0,8382 0,7605 0,1082 0,8518 0,025 0,7036 0,015 0,3855 0,0105
G1151 0,5905 0,6268 0,9914 0,1509 0,9591 0,5268 0,5505 0,2982 0,8095 0,8627

Alle Loci  0,8368 0,6836 0,5327 0,0014 0,8818 0,2968 0,5259 0,2227 0,4009 0,0086

2200 Randomisierungen, a= 0,05, angepasstes a nach Bonferroni-Korrektur fiir einzelne Loci und
Populationen: 0,00045; n.a.: Test nicht anwendbar

Tab. 33 Test auf Heterozygoteniiberschuss oder -defizit flir einzelne Loci und Uber alle Loci fir
einzelne Populationen, p-Werte fir Heterozygotenuberschuss, Microcebus murinus

Locus MO1 M04 MO05 MO06 MO7 M13 M15 M16 M20 Pe
G878 0,66 0,7182 0,3918 0,7364 0,7818 0,6732 0,7991 0,4645 0,2973 0,8559
G880 0,4973 0,7105 0,9945 0,8464 0,1245 0,98 0,7377 0,6327 0,9259 0,4605

G988 0,9186 0,1564 0,4291 0,5055 0,8764 0,1495 0,6982 0,1718 0,5691 0,3205
G990 0,7941 0,6982 0,1836 0,9173 0,7214 0,1586 0,8455 0,045 0,9895 0,9359
G998 0,6959 0,6159 0,8041 0,6418 0,3095 0,8459 0,2355 0,8373 0,7714 0,6545
G1002 0,6764 n.a. n.a. 0,9636 0,8527 0,9777 1 0,9255 0,9636 0,3659
G1131 0,4591 0,6373 0,9845 0,9327 0,3695 0,3377 0,4382 0,5473 0,3536 0,5577
G1135 0,7986 0,6095 0,6332 0,9982 0,9741 0,4764 0,4309 0,2964 0,7168 0,8809
G1139 0,3391 0,9732 0,52 0,9891 0,5677 0,5645 0,6077 0,9873 0,61 1
G1143 0,2432 0,4245 0,4868 0,9636 0,4195 0,9918 0,4986 0,9932 0,7941 0,9973
G1151 0,6136 0,6795 0,0777 0,9532 0,2091 0,6859 0,7109 0,8377 0,4541 0,255

Alle Loci  0,1809 0,3468 0,4686 0,9995 0,1214 0,7045 0,4805 0,7791 0,6018 0,9918

2200 Randomisierungen, o= 0,05, angepasstes a nach Bonferroni-Korrektur fiir einzelne Loci und
Populationen: 0,00045; n.a.: Test nicht anwendbar

Tab. 34 Test auf Heterozygoteniiberschuss oder -defizit fiir einzelne Loci und tber alle Loci fur
einzelne Populationen, Fis-Werte, Microcebus rufus

Locus Am An Fa Mt S08 S09 S17

G880 0,265 -0,043 0,015 0,051 0,049 0,032 0,064
G988 -0,286 -0,091 -0,034 -0,05 0,236 -0,1 0,2

G990 0,043 -0,032 -0,2 0,004 0,017 -0,03 -0,216
G998 0,443 -0,143 -0,009 0,004 -0,023 0,063 -0,091
G1002 0,115 0,059 -0,327 0,068 0,075 -0,049 0,124
G1004 -0,125 0,778 0,235 0,421 0,27 0,111 0,182
G1131 -0,125 -0,103 -0,262 -0,096 -0,145 0,177 -0,143
G1135 0,224 0,077 0,019 -0,204 -0,005 0,075 0,162
G1143 0,486 0,25 0,093 -0,108 0,088 0,308 0,552
Alle Loci 0,158 0,087 -0,041 0,018 0,072 0,068 0,088
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Tab. 35 Test auf Heterozygoteniiberschuss oder -defizit fiir einzelne Loci und tber alle Loci fur
einzelne Populationen, p-Werte fiir Heterozygotendefizit, Microcebus rufus

Locus Am An Fa Mt S08 S09 S17
G880 0,1087 1 0,6048 0,3611 0,4 0,5087 0,454
G988 0,9706 1 0,7254 0,781 0,0556 0,9167 0,2341
G990 0,7008 0,8905 1 0,5698 0,5143 0,6921 1
G998 0,0238 1 0,65 0,5976 0,6794 0,3571 0,8278
G1002 0,4048 0,6286 1 0,4 0,3754 0,7365 0,3548
G1004 1 0,0024 0,0651 0,0008 0,0048 0,2413 0,2595
G1131 1 0,854 1 0,8095 0,8373 0,2048 0,7548
G1135 0,1437 0,6452 0,6286 0,9968 0,6103 0,3786 0,2587
G1143 0,0508 0,304 0,3992 0,8913 0,2786 0,0278 0,0135
Alle Loci 0,0175 0,1143 0,8095 0,3183 0,031 0,0532 0,0825

1260 Randomisierungen, a= 0,05, angepasstes o nach Bonferroni-Korrektur fiir einzelne Loci und
Populationen: 0,00079

Tab. 36 Test auf Heterozygoteniiberschuss oder -defizit flir einzelne Loci und Uber alle Loci fur
einzelne Populationen, p-Werte fir Heterozygoteniberschuss, Microcebus rufus

Locus Am An Fa Mt S08 S09 S17
G880 0,9746 0,8595 0,7349 0,8008 0,7714 0,7429 0,8198
(G988 0,1714 0,8048 0,5881 0,4175 0,9802 0,3825 0,9349
G990 0,7857 0,7563 0,0929 0,6651 0,6913 0,5508 0,177
G998 0,9992 0,5516 0,6508 0,6992 0,5476 0,8516 0,4516
G1002 0,8159 0,8722 0,0373 0,7595 0,7802 0,4921 0,8698
G1004 0,8429 1 0,9881 1 0,9984 0,9183 0,919
G1131 0,8357 0,6302 0,2865 0,3476 0,2873 0,9159 0,4024
G1135 0,9762 0,8373 0,7357 0,0238 0,5929 0,823 0,9056
G1143 0,9857 0,9341 0,8198 0,2619 0,8437 0,9937 0,9984
Alle Loci 0,9849 0,9135 0,2143 0,7048 0,9714 0,9508 0,9246

1260 Randomisierungen, a= 0,05, angepasstes o nach Bonferroni-Korrektur flr einzelne Loci und
Populationen: 0,00079

Cheirogaleus medius, Test auf Populationsdifferenzierung

Der durchgefiuhrte Test auf Populationsdifferenzierung (18000 Randomisierungen) ist
signifikant Uber alle Loci. Fur einzelne Loci ist der Test in sechs von acht Fallen
ebenfalls signifikant (Tab. 37).

Tab. 37 Test auf Populationsdifferenzierung

Locus p

33_110 0,00006 > p

33_126 0,00006 > p

33_18 0,00006 > p

33_49 0,00006 > p

33 54 0,14278 > p > 0,14267
33_84 0,00006 > p

33_86 0,00161 > p > 0,00144
33 93 0,05383 = p

Alle Loci 0,00006 > p

Microcebus, Test auf Populationsdifferenzierung

Der durchgefuhrte Test auf Populationsdifferenzierung (FSTAT) ist flr Microcebus
murinus (p-Werte nach 21000 Randomisierungen in Tab. 38)und Microcebus rufus
(p-Werte nach 10000 Randomisierungen in Tab. 39) in fast allen Fallen fir einzelne
Loci und bei beiden Arten Uber alle Loci signifikant.
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Tab. 38 Test auf Populationsdifferenzierung, Microcebus murinus

Locus p-Wert

G878 0,00005>p
G880 0,00005>p
G988 0,00005>p
G990 0,00005>p
G998 0,00005>p
G1002 0,00005>p
G1131 0,00005>p
G1135 0,00367=p
G1139 0,00005>p
G1143 0,00005>p
G1151 0,00005>p
Alle Loci  0,00005>p

Angegeben sind p-Werte nach 21000 Randomisierungen.

Tab. 39 Test auf Populationsdifferenzierung, Microcebus rufus

Locus p-Wert

G880 0,0001>p
G988 0,0001>p
G990 0,0001>p
G998 0,0001>p
G1002 0,0001>p
G1004 0,0001>p
G1131 0,5514=p
G1135 0,0001>p
G1143 0,0001>p
Alle Loci  0,0001>p

Angegeben sind p-Werte nach 10000 Randomisierungen.

Cheirogaleus medius, Test auf paarweise Populationsdifferenzierung

Ein Test auf paarweise Populationsdifferenzierung (Tab. 40 und Tab. 41) zeigt, dass
die meisten Populationen signifikant verschieden sind. Zwei Paare von Populationen,
Am und Pe sowie M15 und M16 sind nicht signifikant unterschiedlich. (420
Permutationen, a=0,05, sequentielle Bonferroni-Korrektur).

Tab. 40 Test auf paarweise Populationsdifferenzierung, p-Werte

M15 M16 Pe S01 S08 S09
Am 0,00238 0,00476 0,39762 0,00238 0,00238 0,00952
M15 0,27857 0,00238 0,00238 0,00238 0,00476
M16 0,00238 0,00238 0,00238 0,00238
Pe 0,00238 0,00238 0,00714
S01 0,00238 0,00238
S08 0,00238
Tab. 41 Test auf paarweise Populationsdifferenzierung, Signifikanzen

M15 M16 Pe S01 S08 S09
Am * * n.s. * * *
M15 n.s. * * * *
M16 * * * *
Pe * * *
S01 * *
S08 *

420 Permutationen, a: 0,05, n.s.: nicht signifikant

Microcebus, Test auf paarweise Populationsdifferenzierung

Microcebus griseorufus:

Die beiden Populationen Be und Mv sind signifikant voneinander differenziert (20
Permutationen, a= 0,05, p = 0,05000).

Microcebus murinus:

Tab. 42 zeigt die p-Werte fur alle durchgefuhrten paarweisen Vergleiche von
Populationen. Tab. 43 zeigt die entsprechenden Signifikanzen (o= 0,05) nach einer
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strikten Bonferroni-Korrektur. Alle Waldfragmente in Mandena sind signifikant von
Petriky differenziert. Die benachbarten groferen Waldfragmente in Mandena - M13,
M15, M16 und M20 - lassen sich nach strikter Bonferroni-Korrektur nicht signifikant
voneinander trennen. Auch die Waldfragmente M04 und MO5 sind von zahlreichen
Waldfragmenten in Mandena und untereinander nicht signifikant differenziert. Eine
sequentielle Bonferroni-Korrektur ergibt eine vollstandig gleiche Signifikanzverteilung.
Bei Betrachtung der einzelnen p-Werte zeigt sich, dass ohne Bonferroni-Korrektur
nur zwei Waldfragmente - M06 und M20 - nicht signifikant von 6 bzw. 4 anderen
Waldfragmenten in Mandena differenziert sind.

Tab. 42 Test auf paarweise Populationsdifferenzierung, M. murinus, p-Werte

M04 MO05 MO06 MO7 M13 M15 M16 M20 Pe

MO1 0,00111 [ 0,00111 [ 0,00111 | 0,00111 [ 0,00111 [ 0,00111 [ 0,00111 [ 0,00111 [ 0,00111
M04 0,00111 [ 0,00111 [ 0,00111 [ 0,00111 [ 0,00111 | 0,00111 | 0,00111 | 0,00111
M05 0,36889 | 0,00111 | 0,01778 | 0,00111 | 0,01333 | 0,01444 | 0,00111
MO06 0,00556 | 0,10222 [ 0,05222 | 0,35556 | 0,43667 | 0,00111
MO7 0,00111 | 0,00111 [ 0,00111 | 0,00111 [ 0,00111
M13 0,00778 [ 0,02111 [ 0,10111 [ 0,00111
M15 0,00444 | 0,06889 [ 0,00111
M16 0,17778 [ 0,00111
M20 0,00111
Dargestellt sind die paarweisen p-Werte nach 900 Permutationen. Grau unterlegte Felder

kennzeichnen p-Werte, die grof3er als 0,05 sind.

Tab. 43 Test auf paarweise Populationsdifferenzierung, M. murinus, Signifikanzen

MO04 MO05 MO06 MO7 M13 M15 M16 M20 Pe
MO1 * * * * * * * * *
MO4 * * * * * * * *
MO5 n.s. * n.s. * n.s. n.s. *
MO06 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. *
MO7 * * * * *
M13 n.s. n.s. n.s. *
M15 n.s. n.s. *
M16 n.s. *
M20 *

Dargestellt sind die Signifikanzen nach strikter Bonferroni-Korrektur: a: 0,05; angepasstes o fir 45
paarweise Vergleiche: 0,001111; * signifikant; n.s.: nicht signifikant.

Microcebus rufus

Tab. 44 zeigt die p-Werte fur alle durchgefuhrten paarweisen Vergleiche von
Populationen. Tab. 45 zeigt die entsprechenden Signifikanzen (o= 0,05) nach einer
strikten und einer sequenziellen Bonferroni-Korrektur. Bei strikter Bonferroni-
Korrektur ist die Population An von keiner der Ubrigen Populationen signifikant
differenziert, wahrend alle Ubrigen paarweisen Vergleiche signifikant sind. Bei einer
sequentiellen Bonferroni-Korrektur ist die Population An signifikant von den
Populationen Mt und S08 differenziert, ansonsten ergibt sich das gleiche Bild wie bei
strikter Bonferroni-Korrektur. Die Betrachtung der einzelnen p-Werte zeigt, dass ohne
Bonferroni-Korrektur alle Populationen signifikant voneinander differenziert sind.

Tab. 44 Test auf paarweise Populationsdifferenzierung, M. rufus, p-Werte

An Fa Mt S08 S09 S17
Am 0,02381 0,00238 0,00238 0,00238 0,00238 0,00238
An 0,01429 0,00714 0,00476 0,01905 0,01667
Fa 0,00238 0,00238 0,00238 0,00238
Mt 0,00238 0,00238 0,00238
S08 0,00238 0,00238
S09 0,00238

Dargestellt sind die paarweisen p-Werte nach 420 Permutationen. Alle p-Werte sind kleiner als 0,05.

82




Tab. 45 Test auf paarweise Populationsdifferenzierung, M. rufus, Signifikanzen

An Fa Mt S08 S09 S17
Am n.s. * * * * *
An n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Fa * * * *
Mt * * *
S08 * *
S09 *

Dargestellt sind die Signifikanzen nach strikter Bonferroni-Korrektur: a: 0,05; angepasstes o fur 21
paarweise Vergleiche: 0,002381; * signifikant; n.s.: nicht signifikant. Grau unterlegte Felder
kennzeichnen Vergleiche, die auch bei einer sequentiellen Bonferroni-Korrektur nicht signifikante p-
Werte ergeben.

Microcebus, Geographische Haufigkeit und Frequenz von Mikrosatellitenallelen
bei M. murinus

Bei M. murinus wurde naher untersucht, in wie vielen Waldfragmenten und mit
welcher Frequenz einzelne Mikrosatellitenallele auftreten. Dabei wird die Anzahl an
Waldfragmenten, in denen ein Allel auftritt, hier als geographische Haufigkeit
bezeichnet. Abb. 20 stellt entsprechende Daten fur die 8 Waldfragmente von
Mandena ohne M1 dar. Die dargestellten Allelfrequenzen wurden mit FSTAT als
ungewichtetes Mittel Uber Waldfragmente berechnet. Ein grol3er Teil der in Mandena
vorhanden 95 Mikrosatellitenallele hat eine niedrige Frequenz. In dieser Fraktion
treten Allele unterschiedlicher geographischer Haufigkeit auf: Die Anzahl von
Waldfragmenten in denen relativ seltene Allele vertreten sind, reicht von 1 bis 8. Alle
Allele die eine mittlere Frequenz Uber 0,1 haben, treten in 6 bis 8 Waldfragmenten
auf, sind also geographisch haufig.

M4 - M20

]

Anz. Frag. (M4-M20)
O P N W » O O N @

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Frequenz (nicht nach Stichprgr. gewichtet)

Abb. 20 Geographische Haufigkeit und Frequenz von Mikrosatellitenallelen bei M. murinus in
Mandena

Eingeschlossen sind die eng benachbarten Waldfragmente M4, M5, M6, M7, M13, M15, M16 und
M20. Y-Achse: Anzahl von Waldfragmenten in denen ein Allel auftritt. X-Achse: Allelfrequenz Uber alle
Waldfragmente als ungewichtetes Mittel.

Abb. 21 stellt entsprechende Daten fur jedes einzelne der 8 Waldfragmente von
Mandena ohne M1 dar. In allen Waldfragmenten treten private Allele auf. In allen
Waldfragmenten existieren relativ seltene Allele mit unterschiedlicher geographischer
Haufigkeit von 1-8 Waldfragmenten. In allen Waldfragmenten sind alle oder fast alle
haufigen Allele, die eine Frequenz Uber 0,1 bis 0,15 haben, auch geographisch
haufig und treten in mindestens 5 oder 6 Waldfragmenten auf. Mit Ausnahme eines
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Allels im Waldfragment M7 tritt in keinem Waldfragment ein Allel mit einer Frequenz
Uber 0,2 auf, das an weniger als 6 der 8 Waldfragmente beobachtet wurde.
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Abb. 21 Geographische Haufigkeit und Frequenz von Mikrosatellitenallelen bei M. murinus in

einzelnen Waldfragmenten von Mandena

Eingeschlossen sind die eng benachbarten Waldfragmente M4, M5, M6, M7, M13, M15, M16 und

M20. Y-Achse: Anzahl von Waldfragmenten in denen ein Allel auftritt. X-Achse: Allelfrequenz in je

einem bestimmten Waldfragment (Uberschrift der einzelnen Diagramme).
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In Abb. 22 wurden die Frequenzen der Allele in den Waldern M1 und Pe mit der
geographischen Haufigkeit in Mandena und Petriky verglichen. Anders als bei den
eng benachbarten Waldfragmenten M4-M20 haben in M1 und insbesondere in Pe
zahlreiche geographisch seltene Allele, die nur an ein bis funf von zehn Orten
beobachtet wurden, Frequenzen uber 0,15.

M1 Pe
10 L s T D e e 2 . 10 T-erer o0 *no—o—o *> *>
9 *>— >~ * 9 jemee oo *
T 8 o~ oo - o 8 ®w—o—o
o7 - L T eee o o
S 6 S 6 *
- 5 >~ - 5 * .
[=2] (=2
s 4 TS T 40 & 00 o
L3 * L 3 mee oo
E 2 * - 5 im .0
1 oo
0 . . . . or . . .
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 0 0.2 0.4 0.6 0.8
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Abb. 22 Geographische Haufigkeit und Frequenz von Mikrosatellitenallelen bei M. murinus in
Mandena und Petriky.

Linke Abbildung: Allele im Kistenwald M1. Rechte Abbildung: Allele im Kistenwald von Petriky. Y-
Achse: Anzahl der Waldfragmente, in denen ein Allel vorkommt. Eingeschlossen sind Petriky und alle
Waldfragmente von Mandena (M1, M4, M5, M6, M7, M13, M15, M16, M20). X-Achse: Allelfrequenz in
M1 (links) bzw Pe (rechts).

Microcebus, Private Allele und Reprasentanz einzelner Waldfragmente bei
M. murinus

Bei M. murinus wurden in Mandena 95, in Petriky 93 Mikrosatelliten-Allele
beobachtet. Davon treten 28 Allele nur in Mandena, 26 Allele nur in Petriky auf, sind
dort also jeweils private Allele. Die Verteilung der 95 Allele in Mandena auf die 9 dort
untersuchten Waldfragmente wird im Folgenden naher beschrieben (Tab. 46). Die
einzelnen Waldfragmente enthalten sehr unterschiedliche Anteile aller in Mandena
beobachteten Allele, die von 44,2 % bis 81,1 % reichen. Zum Beispiel wurden in der
Gruppe der vier dstlichen Fragmente im Kernbereich von Mandena, M4, M5, M6 und
M7, bei 52 Individuen 76,8 % aller Allele beobachtet, in dem westlichen
Waldfragment M16 bei 42 Individuen dagegen 81,1 %. Die beiden Fragmente M15
und M16 enthalten 85,3 % aller beobachteten Allele, die vier westlichen Fragmente
M13, M15, M16 und M20 90,5 %.

86



Tab. 46 Anzahl an Mikrosatellitenallelen und Anzahl privater Allele bei M. murinus in
Waldfragmenten und Gruppen von Waldfragmenten in Mandena

Waldfragment Ning Anzahl Allele  private Allele % aller Allele
MO1 8 42 3 44,2
M04 11 51 1 53,7
MO05 16 59 2 62,1
MO06 14 58 1 61,1
MO07 11 48 1 50,5
M13 22 65 1 68,4
M15 24 61 2 64,2
M16 42 77 2 81,1
M20 16 61 0 64,2
M4, M5, M6, M7 52 73 6 76,8
M15, M16 66 81 6 85,3
M13, M15, M16, M20 104 86 18 90,5

Ning: Anzahl an Individuen, private Allele: Allele, die innerhalb Mandenas nur in einem Waldfragment
oder einer Gruppe von Waldfragmenten auftreten, % aller Allele: Anteil (%) der Allele in einem
Waldfragment oder einer Gruppe von Waldfragmenten an den in Mandena beobachteten 95 Allelen.

Microcebus, Pairwise allelic nestedness index

Tab. 47 stellt die beobachteten Werte fur den Pairwise allelic nestedness index fur
Microcebus murinus dar. Bei der Richtung der starkeren Nestedness zeigt sich eine
deutlich Polaritat: Die Population M1 weist gegenlber allen anderen Populationen
héhere Werte auf als in umgekehrter Richtung. Die Populationen M4, M5, M6 und M7
weisen alle gegenuber den vier Populationen M13, M15, M16 und M20 jeweils
héhere Werte auf als in umgekehrter Richtung. Alle Population in Mandena i. w. S.
(M1 bis M20) weisen gegenuber Pe hohere Werte auf, als in umgekehrter Richtung.
Fur jedes Paar von Populationen wurde in Tab. 47 der jeweils groRere Wert grau
unterlegt. Die GroRe dieser Werte liegt im Bereich 0,643 bis 0,949. Es ist also keine
Population ein vollstandiges "nested subset" einer anderen. Die gréfiten Werte treten
zwischen Populationen im Gebiet Mandena im engeren Sinne (M4 bis MZ20)
insbesondere gegenuber der Population M16 auf. Alle Ubrigen Populationen in
Mandena im engeren Sinne sind fast vollstandige "nested subsets" dieser Population
mit Werten zwischen 0,922 und 0,949.

Tab. 47 Pairwise allelic nestedness index, beobachtete Werte, Microcebus murinus

M1 M4 M5 M6 M7 M13 M15 M16 M20 Pe

M1 0,643 (0,833 0,833 |0,738 [0,833 |0,833 |0,857 [0,857 |0,857
M4 0,529 0,843 [0,863 0,745 |0,804 (0,765 0,922 |0,784 |[0,804
M5 0,593 (0,729 0,881 (0,746 |0,797 |0,780 |0,949 0,847 |0,814
M6 0,603 (0,759 |0,897 0,759 (0,810 0,793 |0,931 [0,879 |0,793
M7 0,646 [0,792 10,917 |0,917 0,854 (0,813 0,938 0,896 [0,813
M13 10,538 [0,631 0,723 ]0,723 [0,631 0,785 [0,923 0,800 |0,738
M15 10,574 10,639 [0,754 |0,754 0,639 |0,836 0,934 0,852 |0,754
M16 10,468 0,610 (0,727 |0,701 0,584 (0,779 0,740 0,740 |0,740
M20 10,590 (0,656 0,820 0,836 [0,705 |0,852 0,852 [0,934 0,803
Pe 0,387 |0,441 0,516 (0,495 |0,419 |0,516 (0,495 |0,613 |[0,527

Fir jedes Paar von Populationen sind zwei Werte angegeben: In jeder Zeile sind die Indices fir die
links angegebene Population gegenuber den oben angegebenen Populationen dargestellt. Z.B. hat
die Population Pe gegenuber der Population M1 einen Index von 0,387; M1 gegenuber Pe hat einen
Index von 0,857. Fir jedes Paar von Populationen wurde der jeweils grofRere beobachtete Wert grau
unterlegt. (Ausnahme: fir das Paar M20-M15 wurden gleich groRe Werte beobachtet.)

Abb. 23 stellt die beobachteten Werte geographisch dar. Es wurde pro

Populationspaar jeweils der grofiere Wert und dann von diesen Werten je Population
der jeweils grofte Wert ausgewahlt und dargestellt. Ein deutlicher geographischer
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Trend der Nestedness von Ost nach West Uberwiegend zu der Population M16 hin
wird sichtbar.

Tab. 48 und Tab. 49 stellen die Resampling-Mittelwerte fur Microcebus murinus und
die Resampling-Haufigkeiten dar. Bei 29 von 45 mdglichen Populationspaaren war in
mindestens 95% der Wiederholungen der Index flur die Population mit dem gréfReren
Mittelwert der grolRere. Bei 32 Paaren war dieser Haufigkeitswert mindestens 90%,
bei 44 mindestens 50%. Dabei ist fur Paare von Populationen in vielen Fallen der
grolkere Resampling-Mittelwert (Tab. 48) kleiner und der kleinere Resampling-
Mittelwert (Tab. 48) grolder als der entsprechende beobachtete Wert (Tab. 47). Diese
Unterschiede sind bei grolieren Stichprobenunterschieden deutlicher. Es fallt auf,
dal} die groRten Resampling-Mittelwerte fur die meisten Populationen anders als bei
den beobachteten Werten nicht mehr in Richtung der Population M16 weisen. Wie
bei den beobachteten Werten weist die Population M1 in allen Paarungen den
gréleren, die Population Pe den kleineren Resampling-Mittelwert auf.

Abb. 24 stellt fir alle Paare von Populationen im Gebiet Mandena i.e.S.
(Populationen M4 bis M20) die Richtung der groReren Resampling-Mittelwerte mit
Haufigkeitswerten von mindestens 50% dar. Auch hier zeigt sich eine deutliche Ost-
West-Polaritat. Dabei weisen die meisten Pfeile, die die Richtung der Nestedness
angeben, auf die Populationen M13, M16 und M20 wahrend die Population M15 in
der Mehrzahl der Populationspaarungen groRere Resampling-Mittelwerte aufweist.

In Abb. 25 ist fur jede Population der grofdte Resampling-Mittelwert dargestellt. Dazu
wurde von allen Populationspaaren, bei denen in mindestens 50% der
Wiederholungen der Index fur die Population mit dem gréReren Mittelwert der
groRere war (Resampling-Haufigkeit = 50%), der jeweils groltere Mittelwert
ausgewahlt. Von diesen Werten wurde fur jede Population der grofte dargestellt.

Das Pfeilmuster, das die Richtung der Nestedness darstellt, unterscheidet sich
deutlich von dem der beobachteten Werte (Abb. 23). Die 6stlichen Populationen M1,
M4 und M7 weisen die groldten Resampling-Mittelwerte gegenuber der dstlichen
Population M5 auf. Fir M1 wurde ein gleich groRer Wert auch gegenuber der
Population M20 beobachtet. Die "Verbindung" der ostlichen und westlichen
Populationen stellt sich hier durch die Nestedness der Populationen M1, M5 und M6
zu der Population M20 dar. Innerhalb der westlichen Populationen richtet sich die
grolite Nestedness von den Populationen M13, M15 und M20 zu der Population
M16, die wiederum in Richtung der Population Pe den gré3ten Nestedness-Wert
aufweist. Es fallt hier auf, dal} ein zusammenhangendes Netz von Verbindungen
dargestellt ist, bei dem bis zu finf Populationen in einer Kette hintereinanderliegen
(z.B. M7-M5-M20-M16-Pe) wahrend in der Darstellung der grofdten beobachteten
Werte (Abb. 23) eine sternférmige Struktur vorliegt.
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Tab

. 48 Pairwise allelic nestedness index, Resampling-Mittelwerte, Microcebus murinus

M1 M4 M5 M6 M7 M13 M15 M16 M20 Pe

M1 0,621** 10,759 |0,763"* |0,695* [0,727** |0,744*> [0,709** |0,763** |0,649***
M4 0,550 0,808*** |0,807* 0,745 0,731** 0,708* 0,748** 0,737*** 10,664
M5 0,626 | 0,749 0,888 0,768 0,775* 0,762 0,847* 0,847*** 10,709***
M6 0,653 0,760 0,882 0,776 0,782* 0,774 0,830 0,869* 0,702***
M7 0,658 [0,792** 10,880** |0,876"** 0,791** 10,764 [0,805** |0,848"* |0,681**
M13 10,617 0,683 0,755 0,776 0,695 0,778 0,852* 0,826 0,683***
M15 10,642 0,680 0,787* 0,804 0,693 0,840*** 0,880** 0,871** [0,715***
M16 10,592 0,678 0,795 0,797 0,689 0,813 0,772 0,813 0,734**
M20 10,628 0,672 0,820 0,850 0,729 0,821 0,817 0,837 0,721**
Pe 0,459 0,510 0,565 0,571 0,494 0,554 0,535 0,622 0,593

Fir jedes Paar von Populationen sind zwei Werte angegeben: In jeder Zeile sind die Indices fir die
links angegebene Population gegentber den oben angegebenen Populationen dargestellt. Z.B. hat
die Population Pe gegenuber der Population M1 einen Index von 0,459; M1 gegenuber Pe hat einen
Index von 0,649. *** / ** [ *. groRerer Resampling-Mittelwert fir ein Paar von Populationen in
mindestens 95% / 90% / 50% der Wiederholungen
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Tab. 49 Pairwise allelic nestedness index, Resampling - StichprobengrdéfRen und Haufigkeiten,
Microcebus murinus

popl N | pop2 N N_res IndexXgop1-INdeXyop2
pos null neg

M1 8 | M4 11 8 1000 0 0
M1 8 | M5 16 8 1000 0 0
M1 8 | M6 14 8 982 9 9
M1 8 | M7 11 8 922 49 29
M1 8 | M13 22 8 993 7 0
M1 8 | M15 24 8 999 1 0
M1 8 | M16 42 8 997 2 1
M1 8 | M20 16 8 1000 0 0
M1 8 | Pe 49 8 1000 0 0
M4 11 | M5 16 11 953 33 14
M4 11 | M6 14 11 855 79 66
M4 11 | M7 11 11 0 0 1000
M4 11 | M13 22 11 907 51 42
M4 11 | M15 24 11 795 125 80
M4 11 | M16 42 11 943 32 25
M4 11 | M20 16 11 985 9 6
M4 11 | Pe 49 11 1000 0 0
M5 16 | M6 14 14 336 319 345
M5 16 | M7 11 11 0 0 1000
M5 16 | M13 22 16 775 139 86
M5 16 | M15 24 16 33 125 842
M5 16 | M16 42 16 886 64 50
M5 16 | M20 16 16 1000 0 0
M5 16 | Pe 49 16 1000 0 0
M6 14 | M7 11 11 0 11 989
M6 14 | M13 22 14 533 209 258
M6 14 | M15 24 14 44 112 844
M6 14 | M16 42 14 742 91 167
M6 14 | M20 16 14 772 150 78
M6 14 | Pe 49 14 1000 0 0
M7 11 | M13 22 11 995 3 2
M7 11 | M15 24 11 990 8 2
M7 11 | M16 42 11 994 5 1
M7 11 | M20 16 11 999 1 0
M7 11 | Pe 49 11 1000 0 0
M13 22 | M15 24 22 0 0 1000
M13 22 | M16 42 22 847 70 83
M13 22 | M20 16 16 447 268 285
M13 22 | Pe 49 22 1000 0 0
M15 24 | M16 42 24 998 2 0
M15 24 | M20 16 16 998 2 0
M15 24 | Pe 49 24 1000 0 0
M16 42 | M20 16 16 220 115 665
M16 42 | Pe 49 42 1000 0 0
M20 16 | Pe 49 16 1000 0 0

Dargestellt sind fur alle méglichen Paare von Populationen (pop1 / pop2) die PopulationsgréRen (N),
verwendete Resampling-Stichproben-Groflen (N_res) und Resampling-Haufigkeiten (1000Wdh.)
dafiir, daf der Index von Population 1 gréRer als, gleich gro® wie oder kleiner als der von Population

2 war (Indexpop1-Indexpop2: pos / null / neg).
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0,857

Abb. 23 Pairwise allelic nestedness index, grofite beobachtete Werte, geographische
Darstellung, Microcebus murinus

Dargestellt ist eine Detailkarte der Region Mandena mit den Bezeichnungen der dort beprobten
Populationen. Die weiter entfernt liegenden Populationen M1 und Pe sind nicht ihrer geographischen
Lage entsprechend dargestellt. Die Pfeile zeigen jeweils fir Paare von Populationen von der
Population mit dem kleineren zu der mit dem gréReren beobachteten Wert. Diese grofkeren Werte
sind jeweils neben dem Pfeil angegeben.

Auswahl der dargestellten Werte: Fur alle mdglichen Paare von Populationen wurde in je beiden
Richtungen der Index berechnet (Tab. 47). Von jedem Populationspaar wurde der jeweils grofiere
Wert ausgewahlt (Tab. 47, grau unterlegte Werte). Von diesen Werten wurde fir jede Population der
grofite ausgewahlt und hier dargestellt. Fiir die Population M1 wurden zwei gleich grolte Werte als
grofite Werte ermittelt und dargestellt (gestrichelte Pfeile).
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Abb. 24 Pairwise allelic nestedness index, Resampling-Mittelwerte, geographische Darstellung,
Microcebus murinus

Dargestellt ist eine Detailkarte der Region Mandena mit den Bezeichnungen der dort beprobten
Populationen. Die weiter entfernt liegenden Populationen M1 und Pe sind nicht dargestellt. Die Pfeile
zeigen jeweils flr Paare von Populationen von der Population mit dem kleineren zu der mit dem
gréBeren Resampling-Mittelwert. Die Pfeilstarke gibt an, wie haufig im Resampling (1000 Wdh.) die
Population, auf die die Pfeilspitze weist, den grolkeren Index aufwies (Legende: Resampling-

Haufigkeit). Pfeile sind dargestellt fir alle Populationspaare, bei denen dieser Haufigkeitswert = 50 %
war.
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Abb. 25 Pairwise allelic nestedness index, grof3ite Resampling-Mittelwerte, geographische
Darstellung, Microcebus murinus

Dargestellt ist eine Detailkarte der Region Mandena mit den Bezeichnungen der dort beprobten
Populationen. Die weiter entfernt liegenden Populationen M1 und Pe sind nicht ihrer geographischen
Lage entsprechend dargestellt. Die Pfeile zeigen jeweils fir Paare von Populationen von der
Population mit dem kleineren zu der mit dem grofReren Resampling Mittelwert. Dieser grofiere
Resampling-Mittelwert ist jeweils neben dem Pfeil angegeben. Resampling-Haufigkeitswerte
(Legende) geben an, wie haufig im Resampling (1000 Wdh.) die Population, auf die die Pfeilspitze
weist, den groRReren Index aufwies.

Auswahl der dargestellten Werte: Fir alle Paare von Populationen wurden jeweils in beiden
Richtungen Resampling-Mittelwerte (1000 Wdh.) berechnet (Tab. 48). Von den Populationspaaren,
bei denen in mindestens 50% der Wiederholungen der Index fir die Population mit dem gréReren
Mittelwert der grofiere war (Resampling-Haufigkeit = 50%), wurde jeweils der groflere Mittelwert
ausgewahlt. Von diesen Werten wurde fiir jede Population der groRte hier dargestellt. Fir die
Population M1 wurden zwei gleich grol’e Werte als groRte Werte ermittelt und dargestellt (gestrichelte
Pfeile).

Zum Vergleich der gesamten Region Mandena mit der Population Petriky wurden alle
Populationen der Region Mandena (M1 bis M20) zu einer zusammengefasst und der
Pairwise allelic nestedness index fir diese Population (Mandena, N=164) und die
Population Petriky (Pe, N=49) berechnet (1000 Wiederholungen).
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Beobachtete Werte:

Mandena:0.705 Petriky: 0.720

Resampling-Stichprobengrofe: 49

Resampling-Mittelwerte:

Mandena:0.738 Petriky: 0.646

Resampling-Haufigkeit: In allen 1000 Wiederholungen wurde fur die Population
Mandena der gréliere Index ermittelt.

Bei Microcebus rufus wurden deutlichere Unterschiede der Richtung der Nestedness
zwischen beobachteten Werten (Tab. 50) und Resampling-Mittelwerten (Tab. 51)
festgestellt als bei M. murinus. Fur jedes Paar von Populationen wurde in Tab. 50 der
jeweils groRere Wert grau unterlegt. Die GroRe dieser Werte liegt im Bereich 0,436
bis 0,880 und damit deutlich niedriger als bei Microcebus murinus. Die Population An
weist gegenuber vier Populationen den jeweils groReren beobachteten Wert auf. Bei
den Resampling-Mittelwerten weisen alle Populationen gegenuber der Population An
den jeweils grolReren Wert auf. Dabei ist die StichprobengroRe der Population An
deutlich kleiner als die der Ubrigen Populationen (Tab. 52). Ansonsten zeigen
beobachtete Werte und Resampling-Mittelwerte ein ahnliches Muster. Die Population
Am weist allen Populationen gegenlber den jeweils groReren beobachteten Wert
und Resampling-Mittelwert auf, die Population S17 gegenuber allen Populationen
aulder Am.

Tab. 50 Pairwise allelic nestedness index, beobachtete Werte, Microcebus rufus

Am An Fa Mt S08 S09 S17

Am 0,531 [0,656 |0,750 0,625 |0,719 |0,500
An 0,362 0,617 |0,766 0,638 |0,745 |0,362
Fa 0,375 10,518 0,732 10,625 0,696 | 0,464
Mt 0,312 10,468 0,532 0,532 10,597 0,390
S08 ]0,400 ]0,600 |0,700 0,820 0,880 | 0,500
S09 ]0,377 0,574 (0,639 |0,754 |0,721 0,459
S17 10,410 (0,436 |0,667 |0,769 |[0,641 |0,718

Fir jedes Paar von Populationen sind zwei Werte angegeben: In jeder Zeile sind die Indices fir die
links angegebene Population gegenliber den oben angegebenen Populationen dargestellt. Z.B. hat
die Population S17 gegeniber der Population Am einen Index von 0,410; Am gegeniliber S17 hat
einen Index von 0,500. Fur jedes Paar von Populationen wurde der jeweils grofere beobachtete Wert
grau unterlegt.

Abb. 26 stellt die Richtung der jeweils grof3ten beobachteten Werte geographisch
dar. Es wurde pro Populationspaar jeweils der grofdere Wert und dann von diesen
Werten je Population der jeweils groRte Wert ausgewahlt und dargestellt. Wie bei
Microcebus murinus zeigt sich ein annahernd sternformiges Muster, hier mit der
Population Mt als Mittelpunkt, gegenuber der die meisten Populationen den jeweils
grofldten beobachteten Wert aufweisen.

Tab. 51 und Tab. 52 stellen die Resampling-Mittelwerte fur Microcebus rufus und die
Resampling-Haufigkeiten dar. Bei 17 von 21 mdglichen Populationspaaren war in
mindestens 95% der Wiederholungen der Index fur die Population mit dem gréfReren
Mittelwert der groRRere. Bei 2 Paaren war dieser Haufigkeitswert mindestens 90%, bei
2 mindestens 50%.

Abb. 27 stellt fur alle Paare von Populationen die Richtung der jeweils groReren
Resampling-Mittelwerte dar. Es zeigt sich, dall alle Populationen in
Kustenwaldfragmenten (S8, S9 und S17) und die Population Am im Lavasoa-Gebiet
gegenuber allen Populationen der Bergketten (An, Mt und Fa) die jeweils grolieren
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Resampling-Mittelwerte aufweisen. Innerhalb der Bergketten-Populationen zeigt sich
eine Polaritat von Nordost nach Studwest, bei der die Population Fa gegenuber den
Populationen Mt und An und die Population Mt gegenuber der Population An den
jeweils groRere Resampling-Mittelwerte aufweisen.

Die Darstellung des jeweils groRten Resampling-Mittelwertes fiir alle Populationen
(Abb. 28) zeigt ein sehr ahnliches Muster wie die der grof3ten beobachteten Werte
(Abb. 26). Anders ist hier die Beziehung der Populationen An und Mt:
Entgegengesetzt zu den beobachteten Werten weist der grofdere Resampling-
Mittelwert von Population Mt zu Population An. Die langste enthaltene Kette von
Populationen umfaldt die Populationen S8, S9, Mt und An.

Abb. 29 fasst die Beziehungen der Populationen in Kistenwaldfragmenten in der
Region Ste. Luce untereinander und zu denen der Bergketten zusammen. S17 weist
hier gegenuber allen dargestellten Populationen den jeweils gréReren Resampling-
Mittelwert auf, S8 gegenuber allen aufler S17. Alle Kustenwald-Populationen weisen
gegenuber allen Bergketten-Populationen jeweils grélkere Resampling-Mittelwerte
auf.

Tab. 51 allelic nestedness index, Resampling-Mittelwerte, Microcebus rufus

Am An Fa Mt S08 S09 S17

Am 0,542 |0,638** 0,679** |0,595*** 10,647 [0,500***
An 0,321 0,451 0,509 0,468 0,482 0,322
Fa 0,388 |0,523** 0,667 0,576 0,655 0,468
Mt 0,376 | 0,566* 0,605 0,536 0,634 0,443
S08 10,445 (0,619 0,727 [0,818*** 0,897*** 10,529
S09 ]0,403 ]0,590** |0,672* 0,722*** 10,695 0,486
S17 10,415 [0,454™* ]0,654** [0,681*** |0,593*** |0,662***

Fir jedes Paar von Populationen sind zwei Werte angegeben: In jeder Zeile sind die Indices fir die
links angegebene Population gegenliber den oben angegebenen Populationen dargestellt. Z.B. hat
die Population S17 gegeniber der Population Am einen Index von 0,415; Am gegeniliber S17 hat
einen Index von 0,500. *** / ** | *; grolterer Resampling-Mittelwert fiir ein Paar von Populationen in
mindestens 95% / 90% / 50% der Wiederholungen.

95



Tab. 52. Pairwise allelic nestedness index, Resampling - Stichprobengréf3en und Haufigkeiten,
Microcebus rufus

popl N | pop2 N N_res IndeXpop1-INdeXpop2
pos null neg

Am 10 | An 5 5 1000 0 0
Am 10 | Fa 12 10 1000 0 0
Am 10 | Mt 25 10 1000 0 0
Am 10 | S08 24 10 1000 0 0
Am 10 | S09 17 10 1000 0 0
Am 10 | S17 11 10 1000 0 0
An 5 | Fa 12 5 27 29 944
An 5 | Mt 25 5 60 53 887
An 5 | S08 24 5 0 0 1000
An 5 | S09 17 5 0 1 999
An 5 | 817 11 5 0 0 1000
Fa 12 | Mt 25 12 944 34 22
Fa 12 | S08 24 12 0 0 1000
Fa 12 | S09 17 12 253 129 618
Fa 12 | 817 11 11 0 0 1000
Mt 25 | S08 24 24 0 0 1000
Mt 25 | S09 17 17 0 2 998
Mt 25 | 817 11 11 0 0 1000
S08 24 | S09 17 17 1000 0 0
S08 24 | 817 11 11 0 17 983
S09 17 | 817 11 11 0 0 1000

Dargestellt sind fur alle méglichen Paare von Populationen (pop1 / pop2) die PopulationsgréRen (N),
verwendete Resampling-Stichproben-Groflen (N_res) und Resampling-Haufigkeiten (1000Wdh.)
dafiir, dass der Index von Population 1 gréRer als, gleich gro® wie oder kleiner als der von Population
2 war (Indexpop1-Indexpop2: pos / null / neg).
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Abb. 26 Pairwise allelic nestedness index, grofite beobachtete Werte, geographische
Darstellung, Microcebus rufus

Dargestellt ist eine Karte mit der geographischen Lage aller beprobten Microcebus rufus -
Populationen. Die Pfeile zeigen jeweils flir Paare von Populationen von der Population mit dem
kleineren zu der mit dem groferen beobachteten Wert. Diese gréReren Werte sind jeweils neben dem
Pfeil angegeben.

Auswahl der dargestellten Werte: Fur alle mdglichen Paare von Populationen wurde in je beiden
Richtungen der Index berechnet (Tab. 50). Von jedem Populationspaar wurde der jeweils grofiere
Wert ausgewahlt (Tab. 50, grau unterlegte Werte). Von diesen Werten wurde fir jede Population der
grofite ausgewahlt und hier dargestellt.
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Abb. 27 Pairwise allelic nestedness index, Resampling-Mittelwerte, geographische Darstellung,
Microcebus rufus

Dargestellt ist eine Karte mit der geographischen Lage aller beprobten Microcebus rufus -
Populationen. Die Pfeile zeigen jeweils flir Paare von Populationen von der Population mit dem
kleineren zu der mit dem gréReren Resampling Mittelwert. Die Pfeilstarke gibt an, wie haufig im
Resampling (1000 Wdh.) die Population, auf die die Pfeilspitze weist, den gréReren Index aufwies

(Legende: Resampling-Haufigkeit). Pfeile sind dargestellt fir alle Populationspaare, bei denen dieser
Haufigkeitswert = 50 % war.
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Abb. 28 Pairwise allelic nestedness index, grofite Resampling-Mittelwerte, geographische
Darstellung, Microcebus rufus

Dargestellt ist eine Karte mit der geographischen Lage aller beprobten Microcebus rufus -
Populationen. Die Pfeile zeigen jeweils flir Paare von Populationen von der Population mit dem
kleineren zu der mit dem groReren Resampling Mittelwert. Dieser gréfRere Resampling-Mittelwert ist
jeweils neben dem Pfeil angegeben. Resampling-Haufigkeitswerte (Legende) geben an, wie haufig im
Resampling (1000 Wdh.) die Population, auf die die Pfeilspitze weist, den groReren Index aufwies.
Auswahl der dargestellten Werte: Fir alle Paare von Populationen wurden jeweils in beiden
Richtungen Resampling-Mittelwerte (1000 Wdh.) berechnet (Tab. 51). Von den Populationspaaren,
bei denen in mindestens 50% der Wiederholungen der Index fir die Population mit dem gréReren
Mittelwert der grofiere war (Resampling-Haufigkeit = 50%), wurde jeweils der groflere Mittelwert
ausgewahlt. Von diesen Werten wurde fiir jede Population der gréte hier dargestellt.

50km

99



S8 S9

Fa,Mt,An

S17

10km ,I

Abb. 29 Pairwise allelic nestedness index, Resampling-Mittelwerte, geographische Darstellung,
Zusammenfassung Microcebus rufus- Region Ste Luce

Dargestellt ist eine Detailkarte mit der geographischen Lage der beprobten Microcebus rufus -
Populationen der Region Ste. Luce. Die Populationen Fa, Mt und An sind nicht ihrer geographischen
Lage entsprechend dargestellt. Die Pfeile zeigen jeweils fir Paare von Populationen von der
Population mit dem kleineren zu der mit dem gréReren Resampling Mittelwert.

Microcebus, Vergleich von Gruppen von M. rufus - Populationen mit mehreren
genetischen Indizes

Die fur unterschiedliche Stichprobengrolien gewichteten Mittelwerte Uber
Populationen fur funf Indizes - Allelic richness, Ho, Hs, f und 6 - wurden fur zwei
Gruppen von Populationen verglichen:

Gruppe 1: Alle Populationen im zusammenhangenden Wald der Anosy- und
Vohimena-Bergkette: An, Mt und Fa.

Gruppe 2: Alle Populationen in Waldfragmenten: Am, S08, S09 und S17. S07 (N=2)
wurde weggelassen.

¢ Allelic richness: fir unterschiedliche Stichprobengréf3en korrigierte mittlere
Allelzahl pro Locus.

Ho: beobachtete Heterozygotierate innerhalb von Populationen

Hs: Gendiversitat innerhalb von Populationen

f: Schatzwert fur Fis: (Weir und Cockerham 1984)

0: Schatzwert fur Fst (Weir und Cockerham 1984)

Getestet wurde Ho: ,Keine Unterschiede zwischen den Gruppen.” gegen Hq: ,Der
Wert von Gruppe 1 ist grolRer als der von Gruppe 2“ (einseitige Alternative). Der p-
Wert gibt den Anteil zuféllig erzeugter Differenzen (Indexgryppet-INdeXgruppe2) an, die
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gréler als die beobachtete Differenz sind. Wo der fir Gruppe 1 beobachtete index
groler als der fur Gruppe 2 ist, ist deshalb der p-Wert bei Signifikanz nahe 1. Die
Ergebnisse sind in Tab. 53 dargestellt.

Bei den Populationen in Waldfragmenten sind Allelic richness, HO und HS signifikant
kleiner als bei den Populationen des zusammenhangenden Waldes der Bergketten,
wahrend f signifikant groRer ist. Fur 6 wurde kein signifikanter Unterschied
beobachtet.

Tab. 53 Vergleich von zwei Gruppen von M. rufus Populationen mit finf verschiedenen indices

Index Mittelwert Gruppe 1 Mittelwert Gruppe 2 p Signifikanz
Allelic richness 3,758 3,133 0,01900 *

Ho 0,746 0,632 0,01900 *

Hs 0,753 0,690 0,01900 *

f 0,010 0,085 1,00000 *

0 0,079 0,128 0,69100 n.s.

Cheirogaleus medius, Hauptkoordinatenanalyse genetischer Distanzen
(multidimensional scaling)

Abb. 30 zeigt die Ergebnisse einer Hauptkoordinatenanalyse der Cheirogaleus
medius - Populationen, die mit dem Euklid'schen Abstand zwischen den
Allelfrequenzen an allen verwendeten Mikrosatelliten-Loci als Distanzmal}
durchgefuhrt wurde. Durch die ersten drei Dimensionen wurden 75,5 % der
beobachteten Varianz erklart. In Abb. 30a und -b sind jeweils die zweite und dritte
Dimension gegen die erste Dimension aufgetragen. In Abb. 30a liegt die Population
S1 in einer Aulienseiterposition. Die Populationen S8, S9, M15 und M16 bilden eine
Gruppe. Abseits von dieser Gruppe liegen benachbart die Populationen Am und Pe,
allerdings weiter voneinander entfernt als die Mitglieder der ersten Gruppe. Abb. 30b
spiegelt deutlich die geographischen Verhaltnisse wieder. Drei Gruppen sind zu
erkennen: M15 und M16, S1, S8 und S9 sowie Am und Pe.
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Abb. 30 Cheirogaleus medius, Hauptkoordinatenanalyse, Euklid’scher Abstand zwischen

Allelfrequenzen

Dargestellt ist eine Hauptkoordinatenanalyse des Euklid'schen Abstands zwischen
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Allelfrequenzen an 8 Mikrosatelliten-Loci als genetische Distanz zwischen Populationen von
Cheirogaleus medius. a) erste und zweite Dimension ( 37,1 % und 21,3 % der beobachteten Varianz),

b) erste und dritte Dimension (37,1 % und 17,1 % der beobachteten Varianz).
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Microcebus, Hauptkoordinatenanalyse genetischer Distanzen
(multidimensional scaling)

Abb. 31 zeigt die Ergebnisse einer Hauptkoordinatenanalyse der Microcebus murinus
- Populationen, die mit dem Euklid’schen Abstand Uber die Allelfrequenzen an allen
verwendeten Mikrosatelliten-Loci als Distanzmal’ durchgefuhrt wurde. Dabei wurden
84,6% der beobachteten Varianz durch die ersten vier Dimensionen erklart. In Abb.
31a, -b und -c sind jeweils die zweite, dritte und vierte Dimension gegen die erste
Dimension aufgetragen. Die Population M1 nimmt in allen dargestellten
Kombinationen eine Aulienseiterposition ein. Die vier benachbarten Populationen
M13, M15, M16 und M20 liegen dicht beieinander. Von den vier ebenfalls
benachbarten Populationen M4, M5, M6 und M7 liegen M5 und M6 dicht bei der o. a.
Gruppe wahrend M4 und M7 Randpositionen einnehmen. Die Population Pe wird in
der ersten und zweiten Dimension dicht zu der Gruppe M13 - 20 gestellt, liegt aber in
der dritten und vierten Dimension abseits.
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Abb. 31 Microcebus murinus, Hauptkoordinatenanalyse, Euklid’scher Abstand zwischen
Allelfrequenzen

Dargestellt ist eine Hauptkoordinatenanalyse des Euklid’'schen Abstands zwischen den
Allelfrequenzen an 11 Mikrosatelliten-Loci als genetische Distanz zwischen Populationen von
Microcebus murinus. a) erste und zweite Dimension (33,4 % und 19,8 % der beobachteten Varianz),
b) erste und dritte Dimension (33,4 % und 16,1 % der beobachteten Varianz), c) erste und vierte
Dimension (33,4 % und 15,3 % der beobachteten Varianz).
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Abb. 32 zeigt die Ergebnisse einer entsprechenden Hauptkoordinatenanalyse der
Microcebus rufus - Populationen. Hier wurden 78,3 % der beobachteten Varianz
durch die ersten drei Dimensionen erklart. In Abb. 32a und -b sind jeweils die zweite
und dritte Dimension gegen die erste Dimension aufgetragen. Bei Microcebus rufus
nimmt die Population Am die starkste Aul3enseiterposition ein. Die Populationen S8
und S9 liegen - wie auch geographisch - dicht beieinander und bilden eine Gruppe
mit den Populationen Mt und Fa. Die geographisch nahe S8 und S9 liegende
Population S17, wird in der zweiten und dritten Dimension in unterschiedlichem
Male entfernt von S8 und S9 in Rand- bzw. Auflenseiterlage positioniert. Die
Population An liegt einmal in Aul3enseiterlage, einmal naher bei der Gruppe Mt, Fa,
S8 und S9.
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Abb. 32 Microcebus rufus, Hauptkoordinatenanalyse, Euklid’scher Abstand zwischen
Allelfrequenzen

Dargestellt ist eine Hauptkoordinatenanalyse des Euklid'schen Abstands zwischen den
Allelfrequenzen an 9 Mikrosatelliten-Loci als genetische Distanz zwischen Populationen von
Microcebus rufus. a) erste und zweite Dimension (36,2 % und 25,4 % der beobachteten Varianz), b)
erste und dritte Dimension (36,2 % und 16,7 % der beobachteten Varianz).

Cheirogaleus medius, Partielle Korrelation und multiple Regression - Vergleich
O0kogeographischer Modellmatrizes mit genetischen Distanzen

Vor dem Hintergrund der Ergebnisse des Tests auf "isolation by distance" mit zwei
verschiedenen genetischen DistanzmalRen (123 ff.) wurde beim weiteren Vergleich
geographischer und 6kogeographischer Distanzen mit genetischen Distanzen fur
Cheirogaleus medius ausschlieldlich die genetische Distanz ,proportion of shared
alleles” (PSA) (Bowcock et al. 1994) verwendet. Als 0kogeographische Distanzmalie
wurden die waldfreie Distanz und die Anzahl der Wasserbarrieren zwischen
Populationen verwendet. Zur Berechnung dieser Distanz zwischen zwei
Populationen wurde auf der topographischen Karte (Foiben-Taosarintanin’i
Madagasikara (F.T.M) 1961a, -1961b, -1979, -1990) die Verbindungslinie zwischen
zwei beprobten Waldstandorten bestimmt, die die kirzestmdogliche waldfreie Strecke
enthalt. Entlang dieser Linie wurden die waldfreien Abschnitte gemessen und
summiert. Als Wasserbarrieren wurden der Efaho- und der Mandromodromotra-Fluss
angenommen.
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Abb. 33 bis Abb. 36 stellen die Beziehung zwischen geographischen bzw.
O0kogeographischen und genetischen Distanzen zwischen Cheirogaleus medius -
Populationen dar. Zum Vergleich ist in Abb. 33 die genetische Distanz ,Slatkin’s
linearized Fst gegen die geographische Distanz aufgetragen. In den ubrigen
Abbildungen ist die genetische Distanz ,proportion of shared alleles” dargestellt.
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Abb. 36 Vergleich geographischer und 6kogeographischer Distanzen mit genetischen
Distanzen bei Cheirogaleus medius
x-Achse: Anzahl der Wasserbarrieren, y-Achse: genetische Distanz (proportion of shared alleles)

Tab. 54 stellt die Ergebnisse einfacher Mantel-Korrelationen (je 1000 Permutationen)
fur Cheirogaleus medius dar. Es wurden jeweils deutliche und signifikante
Korrelationen zwischen der genetischen Distanz ,proportion of shared alleles”
(Bowcock 1994) einerseits und der geographischen Distanz, der waldfreien Distanz
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und der Anzahl der Wasserbarrieren andererseits beobachtet. In anschlieRenden
partiellen Mantel-Korrelationen (je 1000 Permutationen der Residuen eines
Nullmodells) wurde jeweils der Effekt der geographischen Distanz (km Luftlinie)
kontrolliert und der Zusammenhang zwischen genetischen und 6kogeographischen
Distanzen getestet. Dabei wurde, unabhangig von der geographischen Distanz, ein
signifikanter Zusammenhang zwischen der genetischen Distanz ,proportion of shared
alleles“ und der waldfreien Distanz beobachtet (Tab. 55). Im entsprechenden Test mit
der Anzahl der Wasserbarrieren als ©Okogeographischer Distanz wurde kein
signifikanter Zusammenhang beobachtet (Tab. 55).

Tab. 54 Vergleich 6kogeographischer Modellmatrizes mit genetischen Distanzen, einfache
Mantel-Tests, Cheirogaleus medius

Matrix A Matrix B Mantel r p

PSA Luftlinie 0,574791 0,025 *
PSA waldfreie Distanz 0,611589 0,008 **
PSA Wasserbarrieren 0,634354 0,022 *

Dargestellt sind die Ergebnisse von Mantel-Korrelationen zwischen je zwei Distanzmatrizes (Matrix A
und B). Signifikanzniveaus: 0=0,05: *, «=0,01; **

Tab. 55 Vergleich 6kogeographischer Modellmatrizes mit genetischen Distanzen, partielle
Mantel-Tests, Cheirogaleus medius

Matrix A Matrix B Matrix C Mantel r p
PSA waldfreie Distanz  Luftlinie 0,445589 0,038 *
PSA Wasserbarrieren Luftlinie 0,328374 0,07

Dargestellt sind die Ergebnisse partieller Mantel-Korrelationen zwischen zwei Distanzmatrizes (Matrix
A und Matrix B) unter Kontrolle des Effekts einer dritten Distanzmatrix (Matrix C). Signifikanzniveau:
a=0,05: *

In einer multiplen Regression (backward elimination procedure, 1000 Permutationen,
Ausschluss bei p> 0,1) wurde die Abhangigkeit der genetischen Distanz (proportion
of shared alleles) von drei geographischen bzw. 6kogeographischen Distanzmatrizes
getestet: geographische Distanz (km Luftlinie), waldfreie Distanz und Anzahl der
Wasserbarrieren. In der multiplen Regression wurden alle unabhangigen
Distanzmalde aul3er der waldfreien Distanz ausgeschlossen:

-proportion of shared alleles abhéngig von waldfreier Distanz: R% 0,3740, p= 0,009.

Microcebus, Partielle Korrelation und multiple Regression Vergleich
O0kogeographischer Modellmatrizes mit genetischen Distanzen

Geographische und O6kogeographische Distanzmatrizes wurden auf der Grundlage
der amtlichen topographischen Karten im Malistab 1:100.000 erstellt (Foiben-
Taosarintanin’i Madagasikara (F.T.M) 1961a, -1961b, -1979, -1990). Zwei der vier
verwendeten Karten tragen den Hinweis, dass die zugrunde liegenden
Luftaufnahmen 1950 durchgefuhrt wurden; alle vier Karten wurden zwischen 1957
und 1961 zum ersten Mal herausgegeben.

Tab. 56 enthalt Namen und Definitionen der miteinander verglichenen genetischen,
geographischen und o©kogeographischen Distanzmatrizes. Zur Berechnung der
waldfreien Distanz zwischen zwei Populationen wurde auf der Karte die
Verbindungslinie zwischen zwei beprobten Waldstandorten bestimmt, die die
kirzestmaogliche waldfreie Strecke enthalt. Entlang dieser Linie wurden die waldfreien
Abschnitte gemessen und summiert. Flr die Berechnung der Distanzmatrix
,Mrgeodist2“ (Tab. 56) fur Microcebus rufus wurde fur die meisten paarweisen
Distanzen zwischen Populationen die Luftlinienentfernung verwendet. Nur fur die
Populationen Am und An wurde eine Verbindungslinie entlang der Anosy- und
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Vohimena- Bergkette zu den Udbrigen Populationen zugrunde gelegt. Als
Wasserbarrieren (nur Microcebus murinus) wurden der Efaho- und der
Mandromodromotra-Fluss angenommen. Diese beiden Flisse trennen die
Populationen Pe und M1 von den Ubrigen Microcebus murinus - Populationen und
haben im Bereich der kurzesten Verbindungslinie zwischen den entsprechenden
Populationen eine erhebliche Breite, die nicht von dberhangenden Baumen
uberspannt werden kann.

Tab. 56 Vergleich 6kogeographischer Modellmatrizes mit genetischen Distanzen, verwendete
Distanzmatrizes

Name Distanzkategorie Definition

PSA genetisch proportion of shared alleles
(Bowcock et al. 1994)

SIFST genetisch Slatkin’s linearized Fst (Slatkin

1995) auf der Basis von
Mikrosatelliten-Daten

Luftlinie geographisch geographische Distanz (km
Luftlinie)
Mrgeodist2 geographisch geographische Distanz (km),

Kombination aus Luftlinie und
Entfernung entlang der Anosy-
und Vohimena-Bergkette, nur
bei Microcebus rufus

waldfreie Distanz Okogeographisch kiirzestmogliche waldfreie
Strecke (km) zwischen zwei
Populationen

Wasserbarrieren Okogeographisch Anzahl von Barrieren in Form
von Gewassern zwischen zwei
Populationen

Abb. 37 bis Abb. Abb. 42 stellen die beobachteten Beziehungen zwischen
genetischen und geographischen bzw. dkogeographischen Distanzen fur Microcebus
murinus dar.
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Abb. 42 Vergleich geographischer und 6kogeographischer Distanzen mit genetischen
Distanzen bei Microcebus murinus, Anzahl der Wasserbarrieren und genetische Distanz
(SI FST)

x-Achse: Anzahl der Wasserbarrieren, y-Achse: genetische Distanz (Slatkin’s linearized Fsr)

Tab. 57 stellt die Ergebnisse einfacher Mantel-Korrelationen (je 1000 Permutationen)
fur Microcebus murinus dar. Es bestehen jeweils signifikante und deutliche
Korrelationen zwischen der genetischen Distanz ,proportion of shared alleles” (PSA)
und der geographischen Distanz (Luftlinie), der waldfreien Distanz und der Anzahl
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der Wasserbarrieren. Bei Verwendung von Slatkin’s linearized Fsr als genetischer
Distanz ergibt sich ein sehr ahnliches Bild, allerdings ist hier die Korrelation mit der
geographischen Distanz (km Luftlinie) nicht signifikant (p=0,094). Da ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der geographischen und der genetischen Distanz
beobachtet wurde, wurden auch partielle Korrelationen (je 1000 Permutationen der
Residuen eines Nullmodells) zwischen genetischen und 0Okogeographischen
Distanzen unter Kontrolle des Effekts der geographischen Distanz berechnet (Tab.
58). Dabei wurden, unabhangig von der geographischen Distanz, jeweils deutliche
und signifikante Korrelationen zwischen genetischen Distanzen einerseits und der
waldfreien Distanz und der Anzahl der Wasserbarrieren andererseits beobachtet.

Tab. 57 Vergleich 6kogeographischer Modellmatrizes mit genetischen Distanzen, einfache
Mantel-Tests, Microcebus murinus

Matrix A Matrix B Mantel r p

PSA Luftlinie 0,6893 0,016 *
PSA waldfreie Distanz 0,798488 0,004 **
PSA Wasserbarrieren 0,799079 0,023 *
SIFST Luftlinie 0,528745 0,094
SIFST waldfreie Distanz 0,787621 0,006 **
SIFST Wasserbarrieren 0,721432 0,043 *

Dargestellt sind die Ergebnisse von Mantel-Korrelationen zwischen je zwei Distanzmatrizes (Matrix A
und B). Signifikanzniveaus: 0=0,05: *, =0,01: **

Tab. 58 Vergleich 6kogeographischer Modellmatrizes mit genetischen Distanzen, partielle
Mantel-Tests, Microcebus murinus

Matrix A Matrix B Matrix C Mantel r p

PSA waldfreie Distanz  Luftlinie 0,60779 0,009 **
PSA Wasserbarrieren Luftlinie 0,55974 0,025~
SIFST waldfreie Distanz  Luftlinie 0,689262 0,008 **
SIFST Wasserbarrieren Luftlinie 0,637432 0,027 *

Dargestellt sind die Ergebnisse partieller Mantel-Korrelationen zwischen zwei Distanzmatrizes (Matrix
A und Matrix B) unter Kontrolle des Effekts einer dritten Distanzmatrix (Matrix C). Signifikanzniveaus:
a=0,05: *, =0,01: **

In multiplen Regressionen (backward elimination procedure, 1000 Permutationen,
Ausschluss bei p> 0,1) wurde jeweils die Abhangigkeit einer genetischen Distanz
(proportion of shared alleles oder Slatkin’s linearized Fst) von drei geographischen
bzw. o©kogeographischen Distanzmatrizes getestet: geographische Distanz (km
Luftlinie), waldfreie Distanz und Anzahl der Wasserbarrieren. Bei beiden genetischen
Distanzmalien wurden jeweils alle unabhangigen Distanzmale bis auf die waldfreie
Distanz ausgeschlossen:

-proportion of shared alleles abhéngig von waldfreier Distanz: R% 0,6376, p= 0,002,
-Slatkin’s linearized Fst abhangig von waldfreier Distanz: R?: 0,6203, p= 0,002.

Abb. 43 bis Abb. 48 stellen die beobachteten Beziehungen zwischen genetischen
und geographischen bzw. 6kogeographischen Distanzen fur Microcebus rufus dar.
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Abb. 43 Vergleich geographischer und 6kogeographischer Distanzen mit genetischen
Distanzen bei Microcebus rufus, geographische und genetische Distanz (PSA)
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Abb. 44 Vergleich geographischer und 6kogeographischer Distanzen mit genetischen

Distanzen bei Microcebus rufus, geographische Distanz angelehnt an den Verlauf der
Bergketten und genetische Distanz (PSA)
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x-Achse: geographische Distanz (km) angelehnt an den Verlauf der Anosy- und Vohimena-Bergkette,

y-Achse: genetische Distanz (proportion of shared alleles)
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Abb. 45 Vergleich geographischer und 6kogeographischer Distanzen mit genetischen
Distanzen bei Microcebus rufus, waldfreie Distanz und genetische Distanz (PSA)
x-Achse: waldfreie Distanz (km), y-Achse: genetische Distanz (proportion of shared alleles)
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Abb. 46 Vergleich geographischer und 6kogeographischer Distanzen mit genetischen
Distanzen bei Microcebus rufus, geographische und genetische Distanz (S| FST)
x-Achse: geographische Distanz (km Luftlinie, y-Achse: genetische Distanz (Slatkin’s linearized Fgr)
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Abb. 47 Vergleich geographischer und 6kogeographischer Distanzen mit genetischen
Distanzen bei Microcebus rufus, geographische Distanz angelehnt an den Verlauf der
Bergketten und genetische Distanz (S| FST)

x-Achse: geographische Distanz (km) angelehnt an den Verlauf der Anosy- und Vohimena-Bergkette,
y-Achse: genetische Distanz (Slatkin’s linearized Fgr)
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Abb. 48 Vergleich geographischer und 6kogeographischer Distanzen mit genetischen
Distanzen bei Microcebus rufus, waldfreie Distanz und genetische Distanz (Sl FST)
x-Achse: waldfreie Distanz (km), y-Achse: genetische Distanz (Slatkin’s linearized Fst)

Tab. 59 stellt die Ergebnisse einfacher Mantel-Korrelationen (je 1000 Permutationen)
fur Microcebus rufus dar. Es bestehen jeweils deutliche und signifikante
Korrelationen zwischen der genetischen Distanz ,Slatkin’s linearized Fst* (SI FST)
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und geographischen und okogeographischen Distanzen. Bei Verwendung der
genetischen Distanz ,proportion of shared alleles® (PSA) ergibt sich ein ahnliches
Bild fur die geographischen Distanzen. Bei der Korrelation mit der waldfreien Distanz
ergibt sich ein schwacherer, nicht signifikanter Zusammenhang. Da der
Zusammenhang zwischen genetischen Distanzen und der an den Verlauf der Anosy-
und Vohimena-Bergketten angepassten geographischen Distanzmatrix Mrgeodist2
starker ist als der mit der geographischen Luftlinien-Distanz (Tab. 59) wurde bei den
anschliellenden partiellen Mantel-Korrelationen (je 1000 Permutationen der
Residuen eines Nullmodells) der Effekt der Distanzmatrix Mrgeodist2 anstelle der
Luftlinien-Distanz kontrolliert (Tab. 60). Dabei wurde, unabhangig von dieser
geographischen Distanz, eine signifikante Korrelation zwischen der genetischen
Distanz ,Slatkin’s linearized Fsr (SI FST) und der waldfreien Distanz beobachtet. Der
Korrelationskoeffizient ist allerdings deutlich kleiner als bei den entsprechenden
Vergleichen fur Microcebus murinus. Bei Verwendung der genetischen Distanz
.proportion of shared alleles* (PSA) wurde kein signifikanter Zusammenhang
beobachtet.

Tab. 59 Vergleich 6kogeographischer Modellmatrizes mit genetischen Distanzen, einfache
Mantel-Tests, Microcebus rufus

Matrix A Matrix B Mantel r p

PSA Luftlinie 0,578338 0,006 **
PSA Mrgeodist2 0,648661 0,016 *
PSA waldfreie Distanz 0,357066 0,07
SIFST Luftlinie 0,522703 0,003 **
SIFST Mrgeodist2 0,612749 0,013~
SIFST waldfreie Distanz 0,525013 0,023 *

Dargestellt sind die Ergebnisse von Mantel-Korrelationen zwischen je zwei Distanzmatrizes (Matrix A
und B). Signifikanzniveaus: 0=0,05: *, =0,01: **

Tab. 60 Vergleich 6kogeographischer Modellmatrizes mit genetischen Distanzen, partielle
Mantel-Tests, Microcebus rufus

Matrix A Matrix B Matrix C Mantel r p
PSA waldfreie Distanz  Mrgeodist2 0,1447712 0,237
SIFST waldfreie Distanz  Mrgeodist2 0,392449 0,034 *

Dargestellt sind die Ergebnisse partieller Mantel-Korrelationen zwischen zwei Distanzmatrizes (Matrix
A und Matrix B) unter Kontrolle des Effekts einer dritten Distanzmatrix (Matrix C). Signifikanzniveau:
0=0,05: *

In multiplen Regressionen (backward elimination procedure, 1000 Permutationen,
Ausschluss bei p> 0,1) wurde jeweils die Abhangigkeit einer genetischen Distanz
(proportion of shared alleles oder Slatkin’s linearized Fst) von drei geographischen
bzw. o©kogeographischen Distanzmatrizes getestet: geographische Distanz (km
Luftlinie), geographische Distanz angelehnt an den Verlauf der Anosy- und
Vohimena-Bergkette Mrgeodist2 und waldfreie Distanz. Tab. 61 stellt die Ergebnisse
dieser multiplen Regressionen dar. Bei Verwendung der genetischen Distanz
.proportion of shared alleles wurden alle unabhangigen Variablen bis auf die
geographische Distanz angelehnt an den Verlauf der Vohimena- und Anosy-
Bergketten (Mrgeodist2) ausgeschlossen. Flr die genetische Distanz ,Slatkin’s
linearized Fst ergibt sich eine signifikante Abhangigkeit von der waldfreien Distanz
und der geographischen Distanz angelehnt an den Verlauf der Vohimena- und
Anosy-Bergketten (Mrgeodist2).
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Tab. 61 Abhangigkeit genetischer von geographischen und 6kogeographischen Distanzen bei
Microcebus rufus: multiple Regressionen

abhangige Variable unabhangige b-Koeffizient p (des b- R* p
Variablen Koeffizienten)

PSA Mrgeodist2 0,6487 0,011 0,4208 0,011

SIFST waldfreie Distanz 0,3370 0,042 0,472 0,007
Mrgeodist2 0,4810 0,017

Dargestellt sind Ergebnisse von multiplen Regressionen (1000 Permutationen, backward elimination
procedure, Ausschluss bei p> 0,1). Abhangige Variablen: genetische Distanzen (PSA: proportion of
shared alleles, SI FST: Slatkin’s linearized Fgst), unabhangige Variablen (ausgeschlossene Variablen
in der Tabelle nicht dargestellt): geographische Distanz (Luftlinie), Mrgeodist2 (geographische Distanz
angelehnt an den Verlauf der Vohimena und Anosy-Bergkette (Abb.#), waldfreie Distanz

Cheirogaleus medius und Microcebus, Sex-biased dispersal: Tests mit
Mikrosatellitendaten

Tests auf sex-biased dispersal (Goudet, Perrin und Waser, 2002) wurden mit dem
Programm FSTAT durchgefliihrt. Verwendet wurden der Relatedness-Index und der
mean corrected assignment index. Bei der Zusammenstellung der Datensatze
mussten Individuen ausgeschlossen werden, bei denen das Geschlecht unbekannt
ist - Uberwiegend handelt es sich dabei um Jungtiere. Populationen, bei denen nur
Individuen eines Geschlechts gefangen wurden, mussten ebenfalls ausgeschlossen
werden. Da die verwendeten Tests auf einem Insel-Modell von Populationen
beruhen, von dem die geographische Anordnung der hier untersuchten
Cheirogaleus- und Microcebus-Populationen teilweise abweicht, wurden auch einige
Teil-Datensatze unter Ausschluss einzelner Populationen getestet.

Bei Cheirogaleus medius wurden in einzelnen Datensatzen Individuen
ausgeschlossen, bei denen es sich um noch mit ihren Eltern lebende Jungtiere bzw.
Jahrlinge handeln kdnnte (s. Methoden, S. 43 ff.).

Bei Microcebus murinus und Microcebus rufus (Tab. 62) sind in allen Datensatzen
Weibchen innerhalb von Populationen starker miteinander verwandt als Mannchen
und werden den einzelnen Populationen besser zugeordnet als Mannchen. Fir diese
Unterschiede wurde Signifikanz beobachtet bei den Datensatzen MmMan (M.
murinus - Populationen M1, M4, M5, M6, M7, M13, M15, M16) fir den mean
corrected assignment index und Mrall (M. rufus - Populationen Am, Fa, Mt, S8, S9,
S17) fur den relatedness-index und den mean corrected assignment index. Damit
wurde flr M. murinus und M. rufus ein ,male-biased dispersal“ bestatigt.

Bei Cheirogaleus medius (Tab. 63) wurde ein umgekehrtes Bild beobachtet: In allen
Datensatzen sind Mannchen innerhalb von Populationen starker miteinander
verwandt als Weibchen und werden den einzelnen Populationen besser zugeordnet
als Weibchen. Fur diese Unterschiede wurde Signifikanz in den Datensatzen
beobachtet, wo Individuen entfernt wurden, die als wahrscheinliche, noch mit ihren
Eltern lebende Jungtiere identifiziert worden waren: Cmeallred (C. medius -
Populationen Pe, M15, M16, S1, S8, S9), CmeMSred (C. medius - Populationen
M15, M16, S1, S8, S9) und CmeSred (C. medius - Populationen S1, S8, S9). In allen
Fallen wurde ausschlie3lich fur den relatedness-index Signifikanz beobachtet.
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Tab. 62 Tests auf sex-biased dispersal mit Mikrosatellitendaten, Microcebus spp.

Datensatz N Relatedness mean Alc
Mmall Weibchen 84 0,15 0,38401
Mannchen 110 0,0977 -0,29325
alle 194 0,1162
einseitiger Test: p= 0,08 0,061
zweiseitiger Test: p= 0,079 0,111
MmMan  Weibchen 57 0,0879 0,62191
Mannchen 81 0,0515 -0,43764
alle 138 0,0589
eins. Test: p= 0,272 0,024 *
zweis. Test: p= 0,279 0,049 *
Mrall Weibchen 38 0,2567 0,80835
Mannchen 47 0,1539 -0,65356
alle 85 0,1954
eins. Test: p= 0,009 ** 0,007 **
zweis. Test: p= 0,005 ** 0,014

Datensatze: Mmall: M. murinus - Populationen M1, M4, M5, M6, M7, M13, M15, M16, Pe; MmMan: M.
murinus - Populationen nur in Mandena (M1, M4, M5, M6, M7, M13, M15, M16); Mrall: M. rufus -
Populationen Am, Fa, Mt, S08, S09, S17; einseitiger Test: Hy: kein sex-biased dispersal oder female-
biased dispersal, H,: male-biased dispersal; zweiseitiger Test: Hy: kein sex-biased dispersal, H4: sex-
biased dispersal; Signifikanzniveaus: «=0,05: *, a= 0,01: **; Relatedness: Verwandtschaftsgrad,
verwendeter Index: relat = 2Fgr /(1+F1); mean Alc: mittlerer fir unterschiedliche genetische
Variabilitdt von Populationen korrigierter Assignment-Index.
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Tab. 63 auf sex-biased dispersal mit Mikrosatellitendaten, Cheirogaleus medius

Datensatz N Relatedness mean Alc
Cmeall Weibchen 37 0,1285 -0,09516
Mannchen 39 0,1559 0,09028
alle 76 0,1554
eins. Test: p= 0,283 0,342
Cmeallred Weibchen 28 0,0691 -0,24037
Mannchen 33 0,1934 0,20395
alle 61 0,151
eins. Test: p= 0,014 * 0,141
zweis. Test: p= 0,025 * 0,266
CmeMSred Weibchen 26 0,0321 -0,19508
Mannchen 29 0,1636 0,1749
alle 55 0,1355
eins. Test: p= 0,007 ** 0,205
zweis. Test: p= 0,021 * 0,349
CmeSred Weibchen 17 0,0452 -0,44125
Mannchen 17 0,1882 0,44125
alle 34 0,1476
eins. Test: p= 0,017 * 0,069
zweis. Test: p= 0,06 0,146

Datensatze: Cmeall: Populationen Pe, M15, M16, S1, S8, S9. Bei den folgenden Datensatzen wurden
Individuen entfernt, bei denen Mikrosatelliten-Daten, mitochondriale Sequenzdaten, Kérpergewicht,
Schwanzumfang und Fallenstandort daflr sprechen, dass es sich um noch mit ihren ebenfalls
gefangenen Eltern lebende Jungtiere handelt: Cmeallred: Populationen Pe, M15, M16, S01, S08, S09;
CmeMSred: Populationen M15, M16, S01, S08, S09; CmeSred: Populationen S01, S08, S09;
einseitiger Test: Hy: kein sex-biased dispersal oder male-biased dispersal, Hq: female-biased
dispersal; zweiseitiger Test: Hg: kein sex-biased dispersal, H;: sex-biased dispersal;
Signifikanzniveaus: «=0,05: *, a= 0,01: **; Relatedness: Verwandtschaftsgrad, verwendeter Index:
relat = 2Fgs7 /(1+F7); mean Alc: mittlerer fur unterschiedliche genetische Variabilitdt von Populationen
korrigierter Assignment-Index.

Vergleich mitochondrialer und nukleérer Marker

Cheirogaleus medius und Microcebus, AMOVA

Tab. 64 und Abb. 49 fassen die Ergebnisse von AMOVA (Analysis of Molecular
Variance) zusammen, die auf Grundlage der Mikrosatellitendaten und der
mitochondrialen Sequenzdaten von Cheirogaleus medius, Microcebus rufus und
Microcebus murinus berechnet wurden (16000 Permutationen, genetische Distanzen:
Number of different alleles, Kimura 2 P, a-Parameter der Gamma-Verteilung: 0,14).
Populationen mit Stichprobengrof3en von ein oder 2 Individuen (M. murinus: Be, Ank,
M. rufus: S7) wurden ausgelassen. Bei der Berechnung auf der Grundlage von
Mikrosatellitendaten wurden jeweils alle verwendeten Loci einbezogen.

Bei den drei Arten wurde jeweils der groRte Teil der genetischen Varianz der
Mikrosatelliten-Alleldaten innerhalb der Populationen beobachtet (89,82 bis 94,18 %).
Bei der Varianzpartitionierung der mitochondrialen Sequenzdaten zeigt sich ein
kontrastierendes Bild: Bei Microcebus murinus wurden hier 94,20 % der Varianz
zwischen den Populationen beobachtet. Bei Cheirogaleus medius und Microcebus
rufus wurde mit 68,94 % und 62,82 % ebenfalls der groRere Teil der Varianz
zwischen Populationen beobachtet. Der Kontrast ist hier aber weniger stark als bei
Microcebus murinus.
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Tab. 64 AMOVA, Mikrosatellitendaten und mitochondriale Sequenzdaten

Marker  Art % Varianz % Varianz Fst
innerhalb v. Populationen zwischen Populationen

Mik. C. medius 91,42 8,58 0,08577***
Mik. M. rufus 89,82 10,18 0,10179***
Mik. M. murinus 94,18 5,82 0,05821***
mt. C. medius 31,06 68,94 0,68936***
mt. M. rufus 37,18 62,82 0,62825***
mt. M. murinus 5,80 94,20 0,94204***

Mik: Mikrosatellitenmarker; mt.: mitochondriale Sequenzdaten; ***: p=0,000 (16000 Permutationen)

Mikrosatelliten mt-Marker

C. medius

M. rufus

M. murinus

SO0
e e

Varianz
O innerhalb von Populationen
@ zwischen Populationen

Abb. 49 AMOVA, Mikrosatellitendaten und mitochondriale Sequenzdaten (mt-Marker)
Dargestellt ist die Verteilung der Kovarianzen innerhalb von Populationen und zwischen Populationen
bei den zwei verschiedenen genetischen Markersystemen. (AMOVA, Number of different alleles bzw.
Kimura 2 P, a: 0,14).

Cheirogaleus medius und Microcebus, Test auf "isolation by distance”

Als Test auf ,solation by distance® wurden Mantel-Korrelationen
(1000 Permutationen) zwischen geographischen und genetischen Distanzen
zwischen Populationen durchgefuhrt.

Bei der Verwendung von Mikrosatellitendaten zur Berechnung genetischer Distanzen
wurden zunachst bei C. medius, M. murinus und M. rufus zwei genetische
Distanzmalde, Slatkin’s linearized Fst und die proportion of shared alleles (Bowcock
etal. 1994) vergleichend eingesetzt. Bei Verwendung von Slatkin’s linearized Fsr
wurde nur bei M. rufus ein signifikanter Zusammenhang beobachtet, bei Verwendung
der proportion of shared alleles dagegen bei allen Arten. Bei allen Arten waren die
Zusammenhange bei Verwendung der proportion of shared alleles darUber hinaus
starker.
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Die mit beiden genetischen Distanzmallen erhaltenen Ergebnisse sind in Tab. 65

zusammengefasst.
Die entsprechenden Zusammenhange sind in den Abschnitten “Partielle Korrelation
und multiple Regression - Vergleich 0kogeographischer Modellmatrizes mit

genetischen Distanzen” fur C. medius und Microcebus auch als Punktdiagramme
dargestellt. In Tab. 65 wird auf die entsprechenden Abbildungen mit Seitenzahlen
verwiesen. Bei allen Arten zeigen die Punktdiagramme eine geringere Streuung und
ein stetigeres Ansteigen der genetischen Distanz proportion of shared alleles mit der
geographischen Distanz als bei der genetischen Distanz Slatkin’s linearized Fsr.

Tab. 65 Test auf ,isolation by distance", Vergleich von zwei genetischen Distanzmalien

Art N (Pop) geograph. Distanz genet. Mantel r p Abb.
Distanz

C. medius 7 Luftlinie (km) Sl Fsr 0,252579 0,142 Abb. 33, S. 108
C. medius 7 Luftlinie (km) PSA 0,574791 0,025*  Abb. 34, S. 108
M. murinus 10 Luftlinie (km) SIFST 0,528745 0,094 Abb. 40, S. 113
M. murinus 10 Luftlinie (km) PSA 0,689300 0,016*  Abb.37,S.112
M. rufus 7 Luftlinie (km) SIFST 0,522703 0,003 ** Abb. 46, S. 117
M. rufus 7 Luftlinie (km) PSA 0,578338 0,006 ** Abb. 43, S. 116

Dargestellt sind die Ergebnisse von Mantel-Korrelationen (1000 Permutationen) zwischen
geographischen und genetischen Distanzen zwischen Populationen. N: Anzahl Populationen; SI FST:
Slatkin’s linearized Fst; PSA: proportion of shared alleles; Signifikanzniveaus: a= 0,05: *; a= 0,01: **

Da starkere und haufiger signifikante Zusammenhange mit dem genetischen
Distanzmal} “proportion of shared alleles” beobachtet worden waren, wurde dieses
Mal} beim weiteren Vorgehen verwendet. Entsprechende Tests wurden auch mit
genetischen Distanzen, die aus mitochondrialen Sequenzdaten berechnet wurden,
durchgefuhrt. Die mit mitochondrialen und nukledren Markern beobachteten
Zusammenhange wurden dann verglichen.

Tab. 66 fasst die Ergebnisse mit mitochondrialen und nuklearen Markern zusammen.
Aus mitochondrialen Sequenzdaten der Hypervariablen Region| wurde die
genetische Distanz ,corrected average pairwise distance” unter Verwendung des
Kimura 2P Modells berechnet. Als geographische Distanz wurde die Luftliniendistanz
(km) verwendet. Bei M. rufus wurde alternativ auch eine geographische
Distanzmatrix ("Luftlinie entlang Bergketten") verwendet, bei der die Distanzen der
Populationen Am und An zu den uUbrigen Populationen entlang der Anosy- und
Vohimena-Bergketten gemessen wurden. Fur die Ubrigen Populationspaare wurde
auch hier die Luftliniendistanz verwendet.

In Abb. 50 bis Abb. 54 sind die entsprechenden Zusammenhange graphisch
dargestellt.

Bei C. medius wurde ein starker und signifikanter Zusammenhang zwischen
mitochondrialen genetischen Distanzen und geographischen Distanzen beobachtet
(Mantels r= 0,824; p= 0,004). Die graphische Darstellung dieses Zusammenhangs
(Abb. 50a) zeigt im Vergleich zu entsprechenden Tests mit mitochondrialen
Sequenzdaten bei M. murinus und M. rufus (Abb. 51, Abb. 53) eine stetigere
Zunahme der genetischen mit der geographischen Distanz und eine geringere
Streuung der Datenpunkte um die dargestellte Trendlinie. Der entsprechende Test
mit Mikrosatelliten-basierenden Distanzen ergab einen schwacheren, ebenfalls
signifikanten Zusammenhang (Mantels r= 0,575; p= 0,025; Abb. 50b).
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Bei M. murinus wurde im Mantel-Test ein starker und signifikanter Zusammenhang
zwischen mitochondrialen genetischen Distanzen und geographischen Distanzen
beobachtet (Mantels r= 0,910; p= 0,022). Die graphische Darstellung (Abb. Abb. 51a)
zeigt zwei entlang beider Achsen getrennte Punktscharen, die durch eine grofRle
genetische und geographische Distanz voneinander getrennt sind, aber innerhalb
jeweils kaum genetische Variation aufweisen. Eine Einzelbetrachtung der
entsprechenden Distanzdaten ergab, dass diese Erscheinung auf der "Ausreil3er-
Position der Population Pe beruht, die geographisch von den ubrigen M. murinus
Populationen in der Region Mandena relativ weit entfernt liegt. Dazu kommt die
starke mitochondriale genetische Variation zwischen den Regionen Petriky und
Mandena und die geringe genetische Variation innerhalb dieser Regionen. Eine
Wiederholung des Mantel-Tests unter Auslassung der Population Petriky ergab
keinen Zusammenhang zwischen mitochondrialen genetischen und geographischen
Distanzen (Mantels r= -0,063; p=0,635). Die Ergebnisse der entsprechenden Tests
mit Mikrosatellitendaten weichen wenig voneinander ab: Bei Einschluss (Mantels
r=0,689; p= 0,016) und bei Ausschluss (Mantels r=0,695; p=0,041) der Population Pe
wurden deutliche und signifikante Zusammenhange zwischen Mikrosatelliten-
basierenden genetischen Distanzen und geographischen Distanzen beobachtet. Die
graphische Darstellung dieser Zusammenhange (Abb. 51b und Abb. 52b) zeigt eine
stetigere Zunahme der Mikrosatelliten-basierenden genetischen Distanzen mit der
geographischen Distanz als die der entsprechenden mitochondrialen genetischen
Distanzen (Abb. 51a und Abb. 52a).

Bei M. rufus wurde unter Verwendung der Luftlinie als geographische Distanz ein
signifikanter Zusammenhang zwischen mitochondrialen genetischen Distanzen und
geographischen Distanzen (Mantels r=0,432; p=0,033) beobachtet. Der
entsprechende Test mit Mikrosatelliten-basierenden genetischen Distanzen ergab
einen starkeren und signifikanten Zusammenhang (Mantels r=0,578; p=0,006). Bei
Verwendung der geographischen Distanzmatrix "Luftlinie entlang Bergketten"
ergaben sich sehr ahnliche Ergebnisse, bei denen der Unterschied zwischen
mitochondrialen und nuklearen, Mikrosatelliten-basierenden Distanzen etwas starker
ist (Tab. 66). Die graphische Darstellung dieser Zusammenhange (Abb. 53, Abb. 54)
zeigt eine deutliche geringere Streuung der Datenpunkte und stetigere Zunahme der
genetischen mit der geographischen Distanz bei Mikrosatelliten-basierenden
Distanzmalden als bei mitochondrialen genetischen Distanzen.
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Tab. 66 Tests auf "isolation by distance"

mt-Marker nukleare
Mikrosatelliten

Art geograph. Distanz Mantelsr p Mantels r p

C. medius Luftlinie 0,824237 0,004 ** | 0,574791 0,025~
M. murinus, incl. Pe Luftlinie 0,910133 0,022 * 0,689300 0,016 *
M. murinus, Mandena  Luftlinie -0,062521 0,635 0,694987 0,041~
M. rufus Luftlinie 0,432341 0,033* 0,578338 0,006 **
M. rufus Luftl. entlg. Bergk. 0,41334 0,050* 0,648661 0,016 *

Dargestellt sind die Ergebnisse von Mantel-Tests (Mantels r, 1000 Permutationen) zwischen
genetischen und geographischen Distanzen zwischen Populationen. Distanzmale: mitochondriale
Sequenzdaten (mt-Marker): corrected average pairwise difference, Kimura 2P, (Arlequin 2.000);
nukleare Mikrosatelliten: proportion of shared alleles (Mikrosat-Analyser). Geographische Distanzen,
M. rufus, Luftlinie entlang Bergketten: Fir diese Distanzmatrix wurden die Distanzen der Populationen
Am und An zu den Ubrigen Populationen entlang der Anosy- und Vohimena-Bergketten gemessen.
Fir die Ubrigen Populationspaare wurde die Luftliniendistanz verwendet. Signifikanzniveaus: *:
a<0,05; **: a<0,01 Einbezogen wurden je alle beprobten Populationen mit mindestens 5 Individuen.
Bei M. murinus, Mandena wurde die Population Pe ausgelassen.
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C.medius ,isolation by distance (mt), Mantels r=0,824; p=0,004
14
.
12 *
IS .
10 .
.
8
.

%26 * * *
5o * -
== o
o 04
So *
£z *
= ¢

= -

0 1o . . . T T

10 20 30 40 50 60
-2
geographische Distanz (km) Luftlinie

C.medius,isolation by distance (nuk) Mantels r=0,575; p=0,025
0.4
*
0.35 . hd * . - o
*
0.3 4 ¢
* * *
0.25 Lad
= * *
2o | *
=3 0.2 {4
<015
S04
S 0.05
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60
geographische Distanz (km) Luftlinie

Abb. 50 Test auf isolation by distance, C. medius

x-Achse: geographische Distanzen, y-Achse: genetische Distanzen zwischen Populationen: a)
basierend auf mitochondrialen Sequenzdaten (corrected average pairwise difference, Kimura 2 P); b)
basierend auf nukledren Mikrosatelliten-Alleldaten (proportion of shared alleles). Trendlinien wurden
nach der Methode der kleinsten Quadrate ermittelt. Angegebene Ergebnisse von entsprechenden
Mantel-Tests: 1000 Permutationen, Mantels r. Einbezogene Populationen: Am, M15, M16, S1, S8, S9,
Pe
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M.murinus ,isolation by distance (mt), Mantels r=0,910; p=0,022
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Abb. 51 Test auf isolation by distance, M. murinus

x-Achse: geographische Distanzen, y-Achse: genetische Distanzen zwischen Populationen: a)
basierend auf mitochondrialen Sequenzdaten (corrected average pairwise difference, Kimura 2 P); b)
basierend auf nukledren Mikrosatelliten-Alleldaten (proportion of shared alleles). Trendlinien wurden
nach der Methode der kleinsten Quadrate ermittelt. Angegebene Ergebnisse von entsprechenden
Mantel-Tests: 1000 Permutationen, Mantels r. Einbezogene Populationen: M1, M4, M5, M6, M7, M13,
M15, M16, M20, Pe.
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M.murinus Mandena,isolation by distance (mt)
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Abb. 52 Test auf isolation by distance, M. murinus, Mandena

x-Achse: geographische Distanzen, y-Achse: genetische Distanzen zwischen Populationen: a)
basierend auf mitochondrialen Sequenzdaten (corrected average pairwise difference, Kimura 2 P); b)
basierend auf nukledren Mikrosatelliten-Alleldaten (proportion of shared alleles). Trendlinien wurden
nach der Methode der kleinsten Quadrate ermittelt. Angegebene Ergebnisse von entsprechenden
Mantel-Tests: 1000 Permutationen, Mantels r. Einbezogen wurden die M. murinus-Populationen M1,
M4, M5, M6, M7, M13, M15, M16, M20. Die Population Pe wurde ausgelassen.
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M.rufus  isolation by distance (mt),Mantels r=0,432;p=0,033
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Abb. 53 Test auf isolation by distance, M. rufus

x-Achse: geographische Distanzen, y-Achse: genetische Distanzen zwischen Populationen.
Geographische Distanzen: Luftlinie (km); Genetische Distanzen: a) basierend auf mitochondrialen
Sequenzdaten (corrected average pairwise difference, Kimura 2 P) b) basierend auf nuklearen
Mikrosatelliten-Alleldaten (proportion of shared alleles). Trendlinien wurden nach der Methode der
kleinsten Quadrate ermittelt. Angegebene Ergebnisse von entsprechenden Mantel-Tests: 1000
Permutationen, Mantels r. Einbezogen wurden die M. rufus-Populationen Am, An, Fa, Mt, S8, S9,
S17.
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M.rufus ,isolation by distance (mt),Mantels r=0,413; p=0,050
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Abb. 54 Test auf isolation by distance, M. rufus, geographische Distanz angelehnt an den
Verlauf der Bergketten

x-Achse: geographische Distanzen, y-Achse: genetische Distanzen zwischen Populationen.
Geographische Distanz: "Luftlinie entlang Bergketten": Fir diese Distanzmatrix wurden die Distanzen
der Populationen Am und An zu den ubrigen Populationen entlang der Anosy- und Vohimena-
Bergketten gemessen. Fir die Ubrigen Populationspaare wurde die Luftliniendistanz verwendet.
Genetische Distanzen: a) basierend auf mitochondrialen Sequenzdaten (corrected average pairwise
difference, Kimura 2 P) b) basierend auf nuklearen Mikrosatelliten-Alleldaten (proportion of shared
alleles). Trendlinien wurden nach der Methode der kleinsten Quadrate ermittelt. Angegebene
Ergebnisse von entsprechenden Mantel-Tests: 1000 Permutationen, Mantels r. Einbezogen wurden
die M. rufus-Populationen Am, An, Fa, Mt, S8, S9, S17.
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6 Biogeographie von Katzenmakis (Cheirogaleus spp.): Genetische
Hinweise flr unerwartete Muster in Stidost-Madagaskar

Das englischsprachige Original dieses Kapitels wurde als Manuskript zur Veroffentlichung
mit den folgenden Autoren eingereicht (Hapke et al. eingereicht):

Andreas Hapke'??, Joanna Fietz*, Stephen D. Nash®, Daniel Rakotondravony®,
Berthe Rakotosamimanana7, Jean-Baptiste Ramanamanjatog, Gisele F. N. Randriag,
and Hans Zischler®

! Zoologisches Institut, Universitat Hamburg, Germany

2 Deutsches Primatenzentrum, AG Primatengenetik, Gottingen, Germany

® Institut far Anthropologie, Johannes-Gutenberg-Universitat, Mainz, Germany

4 Abteilung Experimentelle Okologie der Tiere, Universitat Uim, Germany

® Department of Anatomical Sciences, State University of New York, Stony Brook, USA

6 Département de Biologie Animale, Faculté des Sciences, Université d'Antananarivo, Madagascar
” Groupe d’Etude et de Recherche sur les Primates de Madagascar (G.E.R.P.), Antananarivo,
Madagascar

el Madagascar Minerals S.A., Tolagnaro, Madagascar

o Département de Paléontologie et Anthropologie Biologique, Faculté des Sciences, Université
d'Antananarivo, Madagascar

Zusammenfassung

Nach einer kurzlichen Revision dieser Gattung werden zur Zeit sieben Arten von
Katzenmakis (Cheirogaleus spp) anerkannt. In einer Feldstudie in Sudost-
Madagaskar beobachteten wir drei verschiedene Morphotypen, die morphologisch
C. medius, C. major und C. crossleyi ahnelten. Unter Bezug auf die kurzliche
Revision dieser Gattung, war Sudost-Madagaskar insbesondere fur C. crossleyi weit
entfernt vom bekannten Verbreitungsgebiet dieser Art. Um den taxonomischen
Status der beobachteten Morphotypen aufzuklaren, verglichen wir Feldproben aus
Sudostmadagaskar mit Museumsexemplaren von mehreren Orten in Madagaskar
und mit Feldproben aus Kirindy/CFPF in West-Madagaskar mit Hilfe genetischer
Analysen unter Verwendung des mitochondrialen Cytochrom b Gens. Genetische
Daten lieferten starke Unterstitzung daflr, dass zwei der drei Morphotypen
C. medius und C. major entsprechen. Der dritte Morphotyp wurde als genetisch eng
verwandt mit C. crossleyi befunden. Die genetische Distanz war dabei allerdings
groBer als die der anderen beiden Morphotypen zu den entsprechenden
Referenzproben. Da das Vorkommen von C. crossleyi bisher nur aus Nord-
Madagaskar berichtet worden war, steht diese genetische Distanz im
Zusammenhang mit einer betrachtlichen geographischen Distanz zwischen dem Ort
unserer Feldstudie und der Herkunft des entsprechenden Referenzexemplars.
Unsere Feldbeobachtungen weisen auf eine isolierte Population in Sudost-
Madagaskar hin. Wir schlagen vor, diesen dritten Morphotyp als C. crossleyi zu
identifizieren und diskutieren die populationsgenetischen und biogeographischen
Uberlegungen, die uns zu diesem Schluss fiihren.

Schlusselworter:
Biogeographie, Cheirogaleus, mitochondriale DNA, Museumsexemplare
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Einfuhrung

Vor einer karzlichen Revision durch Groves (2000) waren zwei Arten innerhalb der
Gattung Cheirogaleus (Katzenmakis von Madagaskar) anerkannt worden. Diese
waren Cheirogaleus medius und Cheirogaleus major. Letztere umfasste einigen
Autoren (Petter et al. 1977, Petter und Petter-Rousseaux 1979, Jenkins 1987)
zufolge zwei Unterarten, Cheirogaleus major major und Cheirogaleus major crossleyi.
Es wurde angenommen, Cheirogaleus medius kdme von der Bucht von Narinda
(Nordwest-Madagaskar) bis Tolagnaro (Fort Dauphin, Stdost-Madagaskar) vor, ein
Bereich der westliche, trockene, laubabwerfende Walder sowie Kustenwalder in der
Region von Tolagnaro umfasst (Martin 1972a, Petter und Petter-Rousseaux 1979,
Tattersall 1982). Formen, die entlang der Ostkuste in humiden Waldern von
Tolagnaro bis zur Montagne d’Ambre (Nord-Madagaskar) gefunden wurden, wurden
C. major zugeordnet (z.B. Martin 1972a, Tattersall 1982). Martin (1972a) berichtete
das Vorkommen von C. major in den humiden Waldern der Abhange der Anosy-
Bergkette nahe Tolagnaro und von C. medius in den nahe gelegenen Kiustenwaldern.
Feistner und Schmid (1999) berichteten das Vorkommen von C. major in den
humiden Waldern der Réserve Naturelle Intégrale d’Andohahela (Anosy-Bergkette,
nahe Tolagnaro, Sudost-Madagaskar) von 440 bis 1850 m Hohe. Tattersall (1982)
betrachtete C. major als monotypisch wahrend andere Autoren (Petter und Petter-
Rousseaux 1979, Petter et al. 1977, Jenkins 1987) eine roétliche und eine braune
Unterart, C. m. crossleyi und C. m. major unterschieden. Die Verbreitung von
C. m. crossleyi wurde dabei als landeinwarts von C. m. major vom Aloatra-See bis
Maroantsetra und als nordlich von C. m. major von nordlich Maroantsetra bis lharana
(Vohémar, Nord-Madagaskar) angegeben. Beide Formen wurden dicht beieinander
an der Stral’e von Andapa nach Sambava (Nord-Madagaskar) beobachtet, wo das
Vorkommen von C. m. major in Primarwald und das von C. m. crossleyi in Plantagen
und degradierten Zonen berichtet wurde (Peyriéras, pers. Mitt. in Petter und van der
Sloot 2000). Ein Katzenmaki, der provisorisch als C. cf medius identifiziert wurde
(Hawkins et al. 1990) wurde in Ankarana, nordlich von Ambilobe (Nord-Madagaskar)
in einem jahreszeitlich trockenen, laubabwerfenden Wald, der von den westlichen
Trockenwalder durch weiter sudlich gelegene humide Walder isoliert ist, beobachtet.

In seiner Revision, die auf Museumsexemplaren von verschieden Orten in
Madagaskar basierte, erkannte Groves (2000) sieben Arten innerhalb der Gattung
Cheirogaleus an. Der frihere C. medius umfasst nun zwei Arten, C. medius in den
westlichen Trockenwaldern und C. adipicaudatus in der sudlichen xerophytischen
Buschzone von Toliara (Tuléar, Sidwest-Madagaskar) bis Tolagnaro (Fort Dauphin,
Sudost-Madagaskar). Die Ortsangabe ,Fort Dauphin“ zu dem Exemplar, das Groves
(2000) als C. adipicaudatus identifiziert hatte, und dessen Verbreitungsgebiet er der
Dornbuschvegetation zuordnete, konnte falsch sein, da es in der unmittelbaren
Umgebung von Tolagnaro keine Dornbuschvegetation gibt. Die in seiner Revision
verwendeten Exemplare aus immergrinen humiden Waldern, deckten die Region
Tolagnaro nicht ab. Im Gegensatz zu den Beobachtungen mehrerer oben zitierter
Autoren schlug Groves (2000) ein Verbreitungsgebiet fur C. major vor, das nach
Siuden ,bis nahe 23 °S* (,to nearly 23 °S") reicht und betrachtete Tolagnaro (Fort
Dauphin), das bei 25 °S liegt, als in der ,Dornbuschwuste“ (Groves (2000) schrieb
,Spiny desert’) gelegen. Groves (2000) schloss daraus, es sei hochst
unwahrscheinlich, dass Fort Dauphin der Ursprungsort der ersten Zeichnung von
C. major durch Dr. Philibert Commercon (Geoffroy St. Hilaire 1812) sei.
Moglicherweise  konnte  diese  Diskrepanz  durch  teilweise  ungenaue
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Dokumentationen, die von den Sammlern der von Groves (2000) untersuchten
Museumsexemplare hinterlassen worden waren, erklart werden. Die Verbreitung von
C. crossleyi entsprechend Groves ahnelt der Verbreitung des friheren
C. m. crossleyi in Nordost-Madagaskar wie oben erwahnt.

Wahrend einer Feldstudie in der Region Tolagnaro (Fort Dauphin, Sidost-
Madagaskar) beobachteten wir drei verschiedene Morphotypen von Cheirogaleus,
die Groves’ (2000) Beschreibungen von C. medius, C.major und C. crossleyi
ahnelten. Insbesondere fur C. crossleyi war die Region Tolagnaro weit entfernt von
dem bisher bekannten Verbreitungsgebiet. Auf der Grundlage der verfligbaren
Literatur war eine taxonomische Zuordnung der drei Formen problematisch. Um
diese Situation aufzuklaren, verglichen wir Feldproben aus Morondava (West-
Madagaskar) und Museumsexemplare von verschiedenen Orten, die teilweise durch
Groves (2000) morphologisch charakterisiert worden waren, durch genetische
Untersuchung mit Feldproben aus der Region Tolagnaro. Zu diesem Zweck
verwendeten wir das mitochondriale Cytochrom b Gen als genetischen Marker.

Material und Methoden

Probennahme

Insgesamt 48 Gewebeproben von Cheirogaleus spp. von 15 Orten (Abb. 55 und Tab.
67) in Madagaskar wurden in die genetische Untersuchung einbezogen. Die
Gewebeproben stammten von wahrend der Feldarbeit gefangenen Tieren und von
Museumsexemplaren. 115 Individuen von den Orten 8 bis 15 (Abb. 55 und Tab. 67)
wurden morphologisch untersucht. Proben von Museumsexemplaren wurden von
Fellpraparaten im Museum fir Naturkunde, Berlin, Deutschland (ZMB) und in der
Collection des Specimens Morts des Parc Botanique et Zoologique Tsimbazaza,
Antananarivo, Madagaskar (PBZT) entnommen. Acht Cheirogaleus-Fellpraparate im
Museum fur Naturkunde, Berlin, die zu funf der sieben anerkannten Arten gehoren,
waren von Groves (2000) morphologisch charakterisiert worden. Zunachst wurden
diese alle mit unterschiedlichem Erfolg genetisch untersucht. Wir entschieden dann,
zwei von ihnen in die Studie einzuschliel3en, die im Vergleich zu den ubrigen die
verlasslichsten und reproduzierbarsten Ergebnisse ergeben hatten. Diese beiden
Proben waren von Groves (2000) als C. major (ZMB 35352) und C. crossleyi
(ZMB 3787) identifiziert worden und wurden in unserer Studie als Referenzen fur
diese Arten verwendet. Fur das Exemplar ZMB 35352 war die Herkunft als ,forét
Sianaka“ angegeben. Dieser Ort konnte hochstwahrscheinlich der Wald von
Sihanaka sein, der westlich von Toamasina (Tamatave, Ost-Madagaskar) im
Waldkorridor zwischen dem Mantadia- und dem Zahamena-Nationalpark liegt. Die flr
dieses Exemplar in Tab. 67 angegebenen geographischen Koordinaten sind zentrale
Koordinaten des Waldes von Sihanaka, wie sie von BirdLife International (2003)
angegeben wurden. Als Referenz fur C. medius verwendeten wir vier Feldproben aus
dem Wald von Kirindy / CFPF (Centre de Formation Professionelle Forestiére) bei
Morondava, West-Madagaskar, da die meisten der von Groves (2000) als C. medius
identifizierten Exemplare (23 von 27 Fellpraparaten) aus Morondava oder aus
Beroboka, nahe Morondava (20 km noérdlich des Kirindy-Waldes) stammten. Die
Museumsexemplare aus dem PBZT waren nicht von Groves morphologisch
charakterisiert worden und wurden zusatzlich in unsere Studie eingeschlossen.
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Abb. 55 Herkunftsorte des Probenmaterials

Die Nummern in der Abbildung entsprechen Ortsnummern (Tab. 67). Detailkarte: Schematische
Zeichnung, basierend auf topographischen Karten (F.T.M., 1961a, 1961b, 1979, 1990, 1991),
schwarz: Wald. Waldtypen: Orte 8-11 und 15: humider Wald niedriger Hohenstufe, Orte 12-14:
Kustenwald.
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Tab. 67 In der Arbeit enthaltene Proben und Herkunftsorte

Koordinaten Ning,
Ort Name S E Cme Cma Ccr  Quelle  Proben-Nr.
1 Morondava/CFPF 20,067 44,650 4(4) 3
2 Ankarana 13,3 48,3 1(2) 2 PBZT*
3 Iharana (Vohémar) 13,4 50,0 1(2) 1 ZMB 3787
4 Maroantsetra 14,9 50,2 1(2) 2 PBZT 1321
5 Nosy Boraha (lle Ste. 1(2) 2 PBZT 1322
Marie)
6 Forest of Sihanaka 18,417 48,750 1(1) 1 ZMB 35352
7 Mahanoro 19,8 48,8 1(2) 2 PBZT*
8 Andohavondro 24,987 46,729 4(2) 3
9 Manantantely 24,983 46,925 9(2) 3
10 Ivorona 24,833 46,950 1(1) 3
11  Farafara 24,845 47,015 5(4) 3
12 Ste Luce 24,773 47,171 47(7) 3
13 Mandena 24,953 46,992 25(5) 4(4) 3
14 Petriky 25,061 46,873 8(1) 3
15  Lavasoa 25,084 46,766 5(4) 7(7) 3
? 1(1) 2 PBZT 1325
Total 90(22) 29(18) 8(8)

Ortsnummern entsprechen der Karte (Abb. 55). Koordinaten sind als Dezimalgrad angegeben. Njq:
Anzahl der Individuen, mit Anzahl der genetisch untersuchten Individuen in Klammern. Die Kategorien
entsprechen Morphotypen: Cme: C. medius-artiger, Cma: C. major-artiger, Ccr: C. crossleyi-artiger
Morphotyp. Quelle: 1: Museum fir Naturkunde, Berlin, Deutschland (ZMB), 2: Collection des
specimens morts, Parc Botanique et Zoologique Tsimbazaza, Antananarivo, Madagaskar (PBZT),
3: Feldarbeit. Proben-Nr.: Katalognummern der Museumsexemplare. Zwei der Exemplare im PBZT
trugen keine Nummer (PBZT*), sind aber mit Hilfe der Art und des Herkunftsorts eindeutig
identifizierbar. Der vollstandige Text auf den Schildern der Museumsexemplare ist auf Nachfrage
erhaltlich. Die Proben ZMB 3787 und ZMB 35352 wurden von Groves (2000) charakterisiert. Die
Individuen von den Orten 8-15 wurden wahrend der Feldarbeit morphologisch untersucht.

Waldtypen in der Region Fort Dauphin

Waldtypen werden hier wie von Goodman et al. (1997) definiert:

Humide Walder niedriger Hohenstufe kommen auf lateritischen Bdden mit
mindestens 1000 mm jahrlichem Niederschlag und unterhalb 800-1000 m Hohe Uber
dem Meeresspiegel vor. Die Kronenhdhe Uberschreitet 20 m und die grofdten der das
Kronendach bildenden Baume erreichen 100 cm BrusthOhendurchmesser.

Kistenwalder entlang der Kustenlinie von Sldost-Madagaskar bilden eine
eigenstandige phytogeographische Einheit (Ratsivalaka-Randriamanga 1987, Lowry
und Faber-Langendoen 1991). Sie sind unterhalb von 40 m Hohe Uber dem
Meeresspiegel auf sandigen Béden mit mehr als 1000 mm jahrlichem Niederschlag
gelegen. Die Kronenhdhe betragt 10 bis 15 m. Die groRten Baume haben einen
Brusthohendurchmesser von weniger als 50 cm.

Der jahrliche Niederschlag in der Region Tolagnaro (Fort Dauphin, Sudost-
Madagaskar) ist, vor allem in Ost-West Richtung und in geringerem Ausmalf} in Nord-
Sud Richtung, hochvariabel. Diese Variation wird durch die Barrierewirkung der
Anosy-Bergkette verursacht, die einen abrupten Vegetationswechsel von humiden
Waldern auf der Ostseite der Bergkette zum Dornbusch auf der Westseite verursacht
(Donque 1972, Ratsivalaka-Randriamanga 1985). Zum Beispiel betragt der jahrliche
Niederschlag in Tolagnaro 1500-1800 mm, in Nahampoana, 7 km nordlich von
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Tolagnaro 2130 mm und in Behara, 60 km westlich von Tolagnaro 530 mm (Paulian
et al. 1973, Donque 1975, Goodman et al. 1997).

Alle Orte unserer Feldstudie (Abb. 55 und Tab. 67) liegen 6Ostlich der Linie, die den
Vegetationswechsel von der Ostlichen humiden zu der westlichen trockenen
Vegetation markiert. Die Orte 8-11 sind humide Walder niedriger Hohenstufe. Die
Orte 12-14 sind Kistenwalder. Im Lavasoa-Gebirge (Ort 15) existiert ein gemischtes
Waldmuster mit trockeneren Ubergangswaldern und humiden Waldern dicht
beieinander, das vermutlich der unterschiedlichen Sonneneinstrahlung und der
unterschiedlichen Exposition zu von Osten kommenden Wolken entspricht (pers.
Beobachtung). Die floristische Zusammensetzung des Waldes am Ort 15 ist bisher
nicht gut untersucht aber ahnelt einem humiden Wald (pers. Beobachtung).
Allerdings ist die Kronenhdhe uneben und die Brusthohendurchmesser der meisten
grolen Baume sind kleiner als 100 cm.

Feldarbeit - Proben von lebenden Tieren und Morphometrie

Die Tiere wurden mit Tomahawk-Fallen gefangen, die in der Baumkrone in 3-10 m
Hohe aufgestellt und mit Bananenstiicken bekddert wurden. Nach Narkotisierung der
Tiere wurden Gewebeproben als Ohr-Biopsien enthommen und in einem
Gewebepuffer (6 M Harnstoff, 10 mM Tris/pH 8, 10 mM EDTA, 125 mM NacCl,
1% SDS) bis zu sechs Monate gelagert. Die Tiere wurden dann morphometrisch
untersucht und am jeweiligen Fangort freigelassen.

Die Gesamtlange wurde von der Nasenspitze bis zum Ende des letzten
Schwanzwirbels unter Ausschluss des terminalen Haarbuschels mit einem MalRband
gemessen. Die Schwanzlange wurde auf der ventralen Schwanzseite vom Ende des
letzten Schwanzwirbels bis zur Verbindung der Schwanzbasis mit der Perianalregion
mit einem MalRband gemessen. Die Kopf-Rumpf-Lange wurde als Differenz der
Gesamtlange und der Schwanzlange berechnet. Die folgenden MalRe wurden mit
einer Schieblehre gemessen. Die Kopflange wurde als grof3te Kopflange vom
Rostrum zur Hinterseite des Gehirnschadels gemessen. Die Kopfbreite und Ohrlange
wurden wie in Schmid und Kappeler (1994) beschrieben gemessen: Die Kopfbreite
wurde als bizygomatische Distanz senkrecht zur Kopflange gemessen. Die Ohrlange
wurde als Distanz des basalen Endes des Tragus und der Spitze der Pinna
gemessen.

Proben von Museumsexemplaren

Aus den Fellpraparaten wurde jeweils annahernd 1 cm? mit sterilen Skalpellklingen
ausgeschnitten. Das Jahr des Fanges war fur einige Museumsexemplare unbekannt.
Das alteste Exemplar mit bekanntem Jahr des Fanges aus dem PBZT stammte von
1958. Das alteste mit bekanntem Jahr des Fanges aus dem ZMB datierte von 1881.
Das Alter der schliel3lich in die genetischen Untersuchungen einbezogenen Proben
aus dem ZMB ist unbekannt. Die Art der konservierenden Behandlung der
Museumsexemplare ist ebenfalls unbekannt.

Veroffentlichte Sequenzen

Die folgenden veroffentlichten Cytochrom b Sequenzen (Yoder et al. 2000) wurden in
einige der durchgefuhrten statistischen Analysen einbezogen (Kennzeichnung wie in
Yoder et al. (2000)): Propithecus tattersalli, Varecia variegata, 66_Ankarafantsika
(M. ravelobensis), 69 Ankarana (M. tavaratra), 72_Manongarivo (M. sambiranensis),
101_Beza Mahafaly (M. griseorufus), 148 Kirindy (M. berthae), 136_Ranomafana
(M. rufusl), 185 Aboalimena (M. myoxinus), 202 _Mandena (M. murinus),
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190_Tampolo (M. rufus2). Beim Vergleich mittlerer genetischer Distanzen zwischen
Microcebus spp. mit genetischen Distanzen zwischen Cheirogaleus spp.
verwendeten wir den entsprechenden Cytochrom-b-Abschnitt des gesamten von
Yoder et al. (2000) veroffentlichten Microcebus-Datensatzes.

DNA-Préaparation, PCR und Sequenzierung

Beim Umgang mit Proben von Museumsexemplaren wurden alle Arbeitsschritte in
einem zuvor UV-bestrahlten Schutzbehalter durchgefiihrt. Bei allen Pipettierungen
wurden Filterspitzen verwendet.

Aus Feldproben wurde DNA mit dem QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) entsprechend
den Herstellerempfehlungen isoliert. Bei der DNA-Isolation von Museumsexemplaren
wurden die Gewebeproben vor der Praparation mit sterilen Skalpellklingen sehr fein
zerschnitten. Nach einer Proteinase K - Lyse von 24 h wurden verbleibende
Gewebepartikel im Reaktionsgefall mit Einweg-Mikropistillen (Qiagen) zermorsert.
Dann wurde erneut Proteinase K zugegeben und die Lyse fur zusatzliche 3 h
fortgesetzt. Die folgenden Schritte der DNA-Isolation wurden entsprechend den
Herstellerempfehlungen mit dem QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) durchgefuhrt. Die
DNA wurde am Ende der Praparation mit 100 ul H2O eluiert.

Wir verwendeten das mitochondriale Cytochrom b Gen als genetischen Marker.
Anfangs amplifizierten wir 1919 bp mitochondrialer DNA, die einen Teil des N6-Gens,
das Glu-tRNA Gen, das Cytochrom b Gen, die Thr- und Pro-tRNA Gene, die
Hypervariable Region | und einen Teil der konstanten Region des mitochondrialen D-
loops umfassten. Nach Sequenzierung und Inspektion dieses PCR-Produkts in
Uberlappenden Abschnitten nutzten wir die beobachteten intakten Cytochrom-b-
Leserahmen und die beobachteten tRNA-Strukturen als Indikatoren fur funktionale
mitochondriale Sequenzen. Gestutzt auf die erhaltene Sequenzinformation
entwickelten wir Primer, die im N6- und im Pro-tRNA Gen binden und ein PCR-
Produkt von 1338 bp amplifizieren, das das Cytochrom b Gen einschlie3t. Diese
Primer wurden dann zur Amplifikation des Cytochrom b Gens aus Feldproben
genutzt. Beide Strange des Cytochrom b Gens wurden dann mit internen Primern in
zwei Uberlappenden Abschnitten von 575 und 872 bp sequenziert. Gestutzt auf die
Sequenzinformation von Feldproben entwickelten wir dann Primer um das
Cytochrom b Gen von Museumsexemplaren in funf Uberlappenden Abschnitten zu
amplifizieren. Diese werden im folgenden Cytochrom-b-Abschnitt A bis E genannt.
Die Abschnitte umfassten die folgenden Positionen des Cytochrom b Gens in L-
Strang-Orientierung: A: 1-208, B: 183-488, C: 375-633, D: 612-933, E: 900-1140.

Hot start PCR wurden entsprechend den Herstellerempfehlungen in einem
Reaktionsvolumen von 30 ul mit 0,75U AmpliTag Gold Polymerase (Applied
Biosystems), 10 pmol jedes Primers, 3,75 pmol jedes dNTP, 60 pmol MgCl und
AmpliTag Gold Puffer mit einem MJ-RESEARCH PTC THERMAL CYCLER
durchgefuhrt. Typische PCR-Bedingungen umfassten einen initialen
Denaturierungsschritt von 8 min bei 92 °C, gefolgt von 30 Zyklen mit 40s
Denaturierung bei 92 °C, 1 min Annealing bei Ty-5 °C und 40 s Elongation bei 72 °C
und einem finalen Elongationsschritt von 5 min bei 72°C. PCR wurden
typischerweise nach einem  Time-Release-Protokoll  entsprechend  den
Herstellerempfehlungen durchgefihrt. Bei allen PCR-Reaktionen wurden rigorose
Kontrollen durchgefuhrt. Bei Reamplifikationen wurden die Negativkontrollen der
ersten PCR-Reaktionen ebenfalls reamplifiziert. Alle PCR-Reaktionen wurden in
einem separaten, nur diesem Zweck gewidmeten Raum angesetzt.

Sequenzierungen wurden mit fluoreszenzmarkierten Primern flr beide DNA-Strange,
dem Thermo Sequenase Fluorescent Primer Cycle Sequencing Kit (Amersham) und
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einem Li-COR two-color dnasequencer long readir 4200 durchgefihrt. Bei der
Sequenzierung von PCR-Produkten von Museumsexemplaren wurden die
Sequenziergelbilder visuell fir zweifelhafte Basenzuordnungen uberprift. In einigen
Fallen waren mehrere Full-Stop-Banden im Bereich bis 100 bp vorhanden. In diesen
Fallen wurden die PCR-Produkte reamplifiziert. Dazu wurden diese in
Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegelen unter Verwendung von Agarose mit
niedrigem Schmelzpunkt (1,5 %) sichtbar gemacht und mit einer Pipettenspitze in
neue PCR-Ansatze Ubertragen. Reamplifizierte PCR-Produkte wurden dann
entsprechend dem oben geschilderten Vorgehen erneut sequenziert.

Datenauswertung

Sequenzgele wurden mit dem Base ImagelR Programmpaket (Li-Cor, Lincoln,
Nebraska) abgelesen. Alignierungen wurden visuell mit dem BIOEDIT SEQUENCE
ALIGNMENT EDITOR (Hall 1999) durchgefuhrt. Die Einfugung von Indel-Positionen
war dabei nicht noétig. Phylogenetische Rekonstruktionen wurden mit Maximum-
Likelihood- (ML) Algorithmen unter Annahme des HKY-Modells der
Sequenzevolution (Hasegawa et al. 1985) mit dem Programm TREEPUZZLE
(Strimmer und von Haeseler, 1996) durchgeflhrt. Andere, fir Maximum-Parsimony-
(MP) und Neighbor-Joining- (NJ) Analysen verwendete Programme waren
SEQBOOT, DNADIST mit Maximum-Likelihood-Distanzen, NEIGHBOR und
DNAPARS aus dem PHYLIP-Paket Version 3.573 (Felsenstein 1993). Die
Unterstiitzung interner Aste wurde entweder mit Bootstrap-Analysen mit 1000
Replikaten (MP/NJ) bestimmt oder mit dem quartet puzzling support value (ML)
angezeigt. Strikte Konsensus-Baume wurden mit dem Programm CONSENSE des
PHYLIP-Paketes berechnet.

Fur Vergleichszwecke fuhrten wir zusatzliche phylogenetische Rekonstruktionen
unter Verwendung von Maximum-Parsimony-Algorithmen und Bayes’scher Inferenz
auf der Basis des Alignments der verketteten Cytochrom b Abschnitte A, B und C
durch.

Die Maximum-Parsimony-Analysen fuhrten wir unter Verwendung des Programmes
PAUP (Version 4.0b10, Swofford 1998) als heuristische Suche mit 10 random
addition replicates und TBR branch swapping durch. Wir verwendeten verschiedene
kodonpositionsspezifische Gewichtungsschemata (1:1:1, 2:2:2 und 2:3:1) und
Transitions-Transversion-Gewichtungsschemata (1:1, 1:2, 1:4 und 1:10). Die
Unterstiitzung interner Aste der erhaltenen Phylogenie evaluierten wir durch
Bootstrap-Analysen (100 Replikate) fur jedes Parsimonie-Gewichtungsschema.
Phylogenetische Rekonstruktionen unter Verwendung Bayes’scher Inferenz fuhrten
wir mit Hilfe des Programms MrBayes (Version 3.0B4, Huelsenbeck und Ronquist
2001) durch. Wir verwendeten das GTR Substitutionsmodell mit unabhangigen Raten
fur verschiedene Kodonpositionen und zufalligen Ausgangsbaumen. Wir fihrten vier
Markov-Ketten-Monte-Carlo Berechnungen uber 500.000 Generationen durch, wobei
die erhaltenen Baume flur jede hundertste Generation gesammelt wurden und die
ersten 500 Baume als innerhalb der burn in Phase betrachtet und verworfen wurden.
Wir fuhrten mit diesen Parametern vier unabhangige Analysen durch. Consensus-
Baume und a posteriori Wahrscheinlichkeiten fur interne Knoten wurden aus den
gesammelten Baumen jeder Analyse berechnet.

Die folgenden Analysen wurden mit dem Programm MEGA, Version 2.1 (Kumar et al.
2001) durchgefuhrt. Wir berechneten paarweise Distanzen als Mittelwerte innerhalb
und zwischen Gruppen von Haplotypen und zwischen Haplotypen in allen
paarweisen Vergleichen unter Annahme des Kimura-zwei-Parameter-Modells der
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Sequenzevolution (Kimura 1980). Paarweise genetische Distanzen wurden dann
gegen geographische Distanzen aufgetragen. Mittlere Transitions-Transversions-
Raten wurden unter Annahme desselben Modells der Sequenzevolution flr dritte
Kodon-Positionen als Mittelwerte innerhalb und zwischen Gruppen von Haplotypen
berechnet. Wir bestimmten die Anzahl variabler Sequenzpositionen an
verschiedenen Kodon-Positionen und die Anzahl variabler Positionen in der
Aminosauresequenz innerhalb von Gruppen von Haplotypen, die durch die
Baumrekonstruktionen dargestellt worden waren. Bei Aminosaure-Substitutionen
wurden dann die physiko-chemischen Eigenschaften der verschiedenen Charaktere
Uberpraft. Um den Evolutionsmodus im Hinblick auf das Ratenverhaltnis synonymer
und nicht synonymer Substitutionen zu untersuchen, fihrten wir einen Z-Test auf
Selektion nach der Pamilo-Bianchi-Li-Methode (Pamilo und Bianchi 1993, Li 1993),
als zweiseitigen Test mit Neutralitat als Nullhypothese durch.

Ergebnisse
Morphologische Vergleiche

Fellfarbungsmuster

C. medius-artiger Morphotyp in der Region Tolagnaro:

Die folgenden Eigenschaften wurden an C. medius- artigen Individuen (n= 85)
wahrend der Feldarbeit in der Region Tolagnaro (Orte 12-15, Abb. 55 und Tab. 67)
beobachtet: hellgraue dorsale Farbung, ausgedehnte cremefarbene oder gelbliche
ventrale Farbung, ein scharf begrenzter partieller, weiler, kragenartiger Halsstreifen,
ein weiler mittlerer Streifen im Gesicht bis Uber Augenniveau, dunkelbraune
Augenringe, begrenzt auf die Augenrander und nicht auf die Nasenseiten reichend
und weillliche Hande und FufRe. Einige dieser Charakteristika variierten zwischen
den Individuen. Zum Beispiel waren die Augenringe bei einzelnen Individuen sehr
viel breiter als in der Mehrheit der Falle und der partielle, weilde, kragenartige
Halsstreifen war bei einigen Individuen weniger scharf begrenzt. In diesen Fallen
variierten nur einzelne Merkmale und die Mehrheit der Merkmale passte zur oben
gegebenen Beschreibung. Bei den meisten Individuen war ein dorsaler Streifen nur
vage sichtbar. Dieses einzelne Merkmal wurde entsprechend Groves (2000) auf eine
Identifizierung als C. adipicaudatus hinweisen, wahrend alle anderen Merkmale mehr
mit Groves’ (2000) Beschreibung von C. medius Ubereinstimmen.

C. major-artiger Morphotyp in der Region Tolagnaro:

Die folgenden Eigenschaften wurden an C. major- artigen Individuen (n=23)
wahrend der Feldarbeit in der Region Tolagnaro (Orte 8-11 und 13, Abb. 55 und Tab.
67) beobachtet: Die dorsale Farbung war graubraun, bei einzelnen Individuen mit
einem roétlichen Anflug. Alle Individuen hatten einen vage erkennbaren braunen
dorsalen Streifen. Die Fulle waren nicht weild. Die Ohren waren nackt oder
zumindest sparlich behaart. Die Augenrander waren 1-3 mm breit mit grau
pigmentierter Haut und sparlichen schwarzen Haaren. Die Schnauze war abgerundet
wie auch von Petter et al. (1977) beschrieben und von Groves (2000) zitiert. Die
ventrale Farbung wird von Groves (2000, S. 959) als ,somewhat darker and greyer
below” beschrieben. Die Individuen an den Orten 8-11 (Abb. 55 und Tab. 67) hatten
eine dunkelgraue ventrale Farbung nur am Haaransatz, wahrend die Haarspitzen
kennzeichnend weilllich grau waren, was zu einem weilllichen Anblick der
Korperunterseite fuhrte. Das Exemplar ZMB 35352 das von Groves (2000) als
C. major identifiziert worden war hatte ein &ahnliches Farbungsmuster (pers.
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Beobachtung). Diese Beobachtungen weisen im Hinblick auf die von Groves (2000)
gegebene Beschreibung auf C. major hin. Die Zone Uber den Augen war im
Vergleich mit der parietalen Farbung blass. Dieses Merkmal passt nicht zu Groves’
(2000) Beschreibung von C. major. Bei zwei Individuen waren die Haare in der Zone
Uber den Augen offensichtlich in Form einer Stirnglatze ausgefallen.

C. crossleyi-artiger Morphotyp in der Region Tolagnaro:

Alle C. crossleyi-artigen Individuen am Ort 15 (Abb. 55 und Tab. 67) waren dorsal
rétlich-braun und dabei mehr rétlich am Kopf und am Nacken und heller, mehr braun
am Rucken und Schwanz. Die ventrale Farbung war nur am Haaransatz dunkel
wahrend die Haarspitzen kennzeichnend weildlich-grau waren. All diese Merkmale
wurden auch bei dem in der vorliegenden Arbeit einbezogenen Individuum ZMB 3787
aus dem Museum fur Naturkunde, Berlin beobachtet, das von Groves (2000) als
C. crossleyi identifiziert worden war (pers. Beobachtung). Die Individuen am Ort 15
(Abb. 55 und Tab. 67) hatten eine gelbliche Zone in der Mitte des Gesichts, die bis in
die Region uber den Augen reichte. Die Nase war zugespitzt und dunkel pigmentiert.
Die Ohren waren dunkel pigmentiert mit dunklem Fell auf der Innen- und AulRenseite.
Die 3-4 mm breiten Augenringe hatten eine scharf begrenzte schwarzliche
Hautpigmentierung und schwarze Haare und setzten sich auf die Nasenseiten fort.
Die FuRe waren nicht hell. All diese Merkmale stimmen mit Groves’ (2000)
Beschreibung von C. crossleyi Uberein. Neben anderen Merkmalen passt die
zugespitzte Nase auch zu der von Petter et al. (1977) angegebenen Beschreibung
von C. m. crossleyi.

Abb. 56 zeigt Zeichnungen der drei in der Region Tolagnaro (Fort Dauphin)

beobachteten Morphotypen auf der Grundlage einer Reihe von Fotographien der
wahrend der Feldarbeit untersuchten Individuen.
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C. medius

C. crossleyi

Abb. 56 Zeichnungen der drei Morphotypen

Die Zeichnungen wurden auf Grundlage einer Reihe von in der Region Tolagnaro (Orte 8-15) von A.
Hapke angefertigten Fotographien von S. Nash erstellt.

Morphometrie

Tab. 68 zeigt morphometrische Daten von Cheirogaleus spp.. Alle dargestellten
Daten wurden an narkotisierten lebenden Tieren in der Region Tolagnaro (Orte 8-15)
erhoben. Daten von juvenilen Individuen wurden ausgeschlossen.
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Tab. 68 Morphometrische Daten aus der Feldarbeit an den Orten 8-15, Region Tolagnaro (Fort

Dauphin, Sidostmadagaskar)

C. medius C. major C. crossleyi
Gesamtlange (mm) Mittelwert 410,1 569,1 510,7
Stdabw. 21,0 27,2 15,8
Bereich 360-455 515-620 491-537
n 78 22 6
Schwanzlange (mm) Mittelwert 197,7 289,8 246,7
Stdabw. 13,6 16,8 14,3
Bereich 170-232 265-315 229-270
n 78 22 6
Kopf-Rumpf-L&nge (mm) Mittelwert 212,4 279,3 264,0
Stdabw. 11,8 21,6 6,0
Bereich 185,0-240,0 245,0-340,0 255,0-270,0
n 79 22 6
Schwanz (% K-R) Mittelwert 93,3 104,3 93,5
Stdabw. 6,7 9,7 57
Bereich 79,2-115,4 82,4-124,8 87,0-101,1
n 78 22 6
Kopflange (mm) Mittelwert 47,8 58,8 53,2
Stdabw. 1,4 1,7 0,5
Bereich 43,7-50,2 55,0-60,9 52,5-53,7
n 79 22 6
Kopfbreite (mm) Mittelwert 30,2 37,0 33,3
Stdabw. 1,3 13 0,3
Bereich 27,3-32,8 32,8-38,4 32,7-33,6
n 79 22 6
Ohrlénge (mm) Mittelwert 21,13 23,33 23,68
Stdabw. 1,57 1,73 1,94
Bereich 13,6-24,5 19,4-26,5 20,9-26,4
n 79 22 6
Ohrlénge (% K-R) Mittelwert 10,0 8,4 9,0
Stdabw. 0,9 0,8 0,7
Bereich 6,2-11,5 6,8-10,6 8,0-9,9
n 79 22 6

Artnamen kennzeichnen die beobachteten Morphotypen. Daten von juvenilen Individuen wurden
ausgeschlossen. Schwanz (% K-R): Schwanzlange in % der Kopf-Rumpf-Lange, Ohrlange (% K-R),
Ohrlange in % der Kopf-Rumpf-Lange; Stdabw.: Standardabweichung.

Sequenzierungen

Die Reampilifikation von ersten PCR-Produkten fuhrte zu einer starken Reduktion von
Full-Stop- Banden, die manchmal im Bereich bis 100 bp beobachtet wurden, wenn
erste PCR-Produkte direkt sequenziert wurden. Die reamplifizierten Negativkontrollen
blieben in allen Fallen negativ. Die in der Studie eingeschlossenen Sequenzen von
reamplifizieten PCR-Produkten zeigten keine Unterschiede zu ablesbaren
Abschnitten der originalen PCR-Produkte. Auf3erdem wurden bei den in der Studie
eingeschlossenen Museumsexemplaren zwischen Sequenzen von je zwei
unabhangigen PCR-Produkten keine Unterschiede beobachtet. In Fallen, wo solche
Unterschiede beobachtet wurden, wurde die isoliete DNA als zu degradiert
betrachtet und die entsprechenden Proben wurden von weiteren Analysen
ausgeschlossen.

Bei zwei von sieben Proben von Museumsexemplaren konnten alle funf Cytochrom-
b -Abschnitte erfolgreich amplifiziert und sequenziert werden. Bei den anderen
Museumsproben konnten einzelne Abschnitte nicht amplifiziert werden (Tab. 69). Mit
einer Ausnahme (Probe PBZT 1325, Cytochrom-b-Abschnitt A) konnten alle
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Sequenzen fur beide Strange gewonnen werden. Bei allen in der Studie
eingeschlossenen Proben stimmten je alle Uberlappenden Abschnitte komplett
Uberein. Alle Sequenzen waren translatierbar. Innerhalb der 48 in der Studie
untersuchten Proben wurden 21 verschiedene Haplotypen beobachtet, die bei der
NCBI GenBank hinterlegt wurden (accession numbers AY605903-AY605927) (Tab.
69).

Da einige der erhaltenen Cytochrom-b-Sequenzen fir unterschiedliche Abschnitte
unvollstandig waren, wurden die meisten der folgenden Analysen fur jeden
Cytochrom-b-Abschnitt separat durchgefihrt. Die kombinierten Abschnitte A, B und C
stellen die langste kontinuierliche Sequenz dar, die fur alle Referenzexemplare
erhalten wurde. Die Analysen wurden deshalb auch fir diese kombinierten
Abschnitte durchgefuhrt wobei nur fur diese Abschnitte vollstandige Sequenzen
eingeschlossen wurden.

Tab. 69 Beobachtete Haplotypen

Cyt-b-Abschnitt

Proben-Nr. Morpho-  Haplo- Acc.No. Nipg Ort Quelle A B C D E
typ type
Cme CmeA AY605903 4 1 3 + + + + o+
PBZT* Cme CmeB AY605904 1 2 2 + + + O+
Cme CmeC AY605905 2 12 3 + + + + o+
Cme CmeD AY605906 1 12 3 + o+ o+ o+ o+
Cme CmeE AY605907 6 12,13 3 + + + + o+
Cme CmeF AY605908 3 13 3 + + + + o+
Cme CmeG AY605909 3 14,15 3 + + + + o+
Cme CmeH AY605910 2 15 3 + + + o+ o+
PBZT 1321 Cma CmaA  AY605911 1 4 2 + o+ o+ o+ o+
PBZT 1322 Cma CmaB  AY605912, 1 5 2 + + +
AY605913,
AY605914
ZMB 35352 Cma CmaC AY605915 1 6 1 + o+ o+ o+ o+
PBZT* Cma CmaD  AY605916, 1 7 2 + + o+ +
AY605917
Cma CmaE AY605918 2 8 3 + + + o+ o+
Cma CmaF AY605919 1 9 3 + + + + o+
Cma CmaG AY605920 5 9,13 3 + + + o+ o+
Cma CmaH AY605921 1 10 3 + + + o+ 0+
Cma Cmal AY605922 3 11 3 + + + o+ o+
Cma Cmal AY605923 1 11 3 + o+ o+ o+ o+
PBZT 1325 Cma CmaK  AY605924, 1 ? 2 + +
AY605925
ZMB 3787 Ccr CcrA AY605926 1 3 1 + o+ o+
Ccr CcrB AY605927 7 15 3 + + +  + o+

Proben-Nr.: Katalognummern der Museumsexemplare. Zwei der Exemplare im PBZT trugen keine
Nummer (PBZT*), sind aber mit Hilfe der Art und des Herkunftsorts eindeutig identifizierbar. Der
vollstandige Text auf den Schildern der Museumsexemplare ist auf Nachfrage erhaltlich. Morphotyp:
Cme: C. medius-artiger, Cma: C. major-artiger, Ccr: C. crossleyi-artiger Morphotyp. Die Proben
ZMB 3787 und ZMB 35352 wurden von Groves (2000) charakterisiert. Acc.No.: accession number in
der NCBI GenBank. N,,g: Anzahl an Individuen, bei denen der entsprechende Haplotyp beobachtet
wurde. Ortsnummern entsprechen Abb. 55 und Tab. 67. Quelle: 1: Museum fir Naturkunde, Berlin,
Deutschland (ZMB), 2: Collection des specimens morts, Parc Botanique et Zoologique Tsimbazaza,
Antananarivo, Madagaskar (PBZT), 3: Feldarbeit. Cyt-b-Abschnitt: erfolgreich (+) sequenzierte
Cytochrom-b-Abschnitte.

Phylogenetische Rekonstruktionen

Zuerst wurden Baumrekonstruktionen mit Neighbor-Joining-, Maximum-Parsimony-
und Maximum-Likelihood-Quartet-Puzzling-Algorithmen an einem Datensatz
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durchgefuhrt, der Cytochrom-b-Sequenzen der acht bekannten Mausmaki-Arten
(Microcebus spp.) (Yoder et al. 2000), die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen
Haplotypen von Cheirogaleus spp. und Propithecus tattersalli (Yoder et al. 2000) als
Aulengruppe enthielt. Mit allen funf untersuchten Cytochrom-b-Abschnitten und auch
mit den verketteten Abschnitten A, B und C wurden Microcebus- und Cheirogaleus-
Sequenzen in zwei Schwester-Clades gruppiert. Microcebus murinus (Mmu_202,
Yoder et al. 2000) wurde dann als Aul3engruppe flr die Haplotypen von Cheirogaleus
spp. gewahlt.

Erneut wurden Baumrekonstruktionen mit Neighbor-Joining-, Maximum-Parsimony-
und Maximume-Likelihood-Quartet-Puzzling-Algorithmen mit den funf Cytochrom-b-
Abschnitten und den verketteten Abschnitten A, B und C durchgefihrt. In allen
Baumrekonstruktionen wurden die Cheirogaleus-Haplotypen in drei verschiedene,
gut unterstitzte clades gruppiert, von denen jeder einen der Referenz-Haplotypen fir
C. medius, C. major und C. crossleyi enthielt. Jeder Cheirogaleus-Haplotyp wurde,
unabhangig vom untersuchten Cytochrom-b-Abschnitt und vom verwendeten
Algorithmus in denselben dieser clades eingruppiert. Allerdings waren die
Beziehungen zwischen den drei clades bei verschiedenen Cytochrom-b-Abschnitten
verschieden.

In Analysen der verketteten Cytochrom-b-Abschnitte A, B und C unter Verwendung
von Maximum-Parsimony und Bayes’scher Inferenz wurden im Hinblick auf die
Gruppierung der Haplotypen in Clades und auf das Verzweigungsmuster mit den
Ergebnissen aus den Ubrigen angewendeten Baumrekonstruktionsalgorithmen
identische Ergebnisse erhalten. Abgesehen von kleinen Positionswechseln nah
verwandter terminaler Aste variierten die Zuordnung zu Clades und das
Verzweigungsmuster nicht unter verschiedenen Parsimonie-Gewichtungsschemata.
Die Werte der statistischen Unterstiitzung interner Aste waren unter Verwendung
Bayes’scher Inferenz generell héher als mit anderen Algorithmen.

Abb. 57 stellt eine Quartet-Puzzling-Maximum-Likelihood-Baumrekonstruktion (HKY,
1000 puzzling steps, uniform rate) der verketteten Cytochrom-b-Abschnitte A, B und
C dar. Alle Cheirogaleus-Haplotypen mit flr diese Abschnitte vollstandigen
Sequenzen wurden eingeschlossen. Gestutzt auf die drei beobachteten clades und
entsprechend der darin enthaltenen Referenz-Haplotypen wurden alle Haplotypen
drei Gruppen zugeordnet, die im folgenden C. medius-, C. major- und C. crossleyi-
Gruppe genannt werden. Tab. 69 stellt die entsprechenden, durch die
Baumrekonstruktionen erhaltenen Haplotypgruppen fir alle in die genetischen
Analysen eingeschlossenen Proben dar. Variation innerhalb und zwischen diesen
Gruppen wurde dann weiter untersucht, um ihre taxonomische Relevanz zu klaren.

145



M.murinus Mandena

CcrB 15
71

CcrA3

CmaE8
100
CmaG913CmaF9
100

CmaH10CmalllCmalJ1l
100

CmaA4
100
CmacCé6
66 100
CmaD7
CmeB 2
100 — CmeAl

100 Cme C 12

p&me F 13

Cme G 1415
65
85

CmeH 15
51

CmeE 1213
62

- CmeD 12
0.1

Abb. 57 Quartet-puzzling-maximum-likelihood-Baumrekonstruktion

TREEPUZZLE, HKY, uniform rate, 1000 puzzling steps) Cytochrom-b-Abschnitte A, B und C (633 bp).
Aulengruppe: Microcebus murinus 202_Mandena (Yoder et al., 2000). Innengruppe: beobachtete
Cheirogaleus spp. -Haplotypen, die fir die Cytochrom-b-Abschnitte A, B und C vollstandig waren.
Bezeichnung der Haplotypen an den Asten des Baumes: Haplotypgruppe, gefolgt von einem
Grofbuchstaben zur Kennzeichnung des Haplotyps und bei einer oder mehreren Ortsnummern, die
angeben, wo der Haplotyp beobachtet wurde (Ccr: C. crossleyi-Gruppe, Cma: C. major-Gruppe,
Cme: C. medius-Gruppe). Einige der in der Arbeit beobachteten einzigartigen Haplotypen sind
innerhalb der Cytochrom-b-Abschnitte A, B und C untereinander identisch (z.B. Cma G und Cma F).
Identische Sequenzen wurden in der hier dargestellten Analyse ausgeschlossen. Deshalb sind an den
entsprechenden Asten je mehrere Haplotypbezeichner angegeben. Maximum-likelihood-support-
values sind kursiv dargestellt. Der Langenmalstab zeigt 0,1 Substitutionen pro Position an.
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Evolutionsmodus

Fur paarweise Vergleiche von Haplotypen innerhalb und zwischen den Gruppen
wurden durchschnittliche Transitions-Transversion-Raten an den dritten Kodon-
Positionen berechnet. In einigen Fallen wurden innerhalb der Gruppen keine
Transversionen beobachtet. Die durchschnittlichen Raten bei Vergleichen zwischen
den Gruppen reichten von 4,326 bis 12,327 fur C. medius-C. major, von 2,975 bis
9,116 flr C. medius-C. crossleyi und von 6,331 bis 35, 430 fur C. major-C. crossleyi.
Um den Kodon-spezifischen Grad genetischer Variation zu untersuchen, bestimmten
wir die Anzahl variabler Positionen in Vergleichen zwischen Haplotypen innerhalb der
Gruppen separat fur jeden Cytochrom-b-Abschnitt in Nukleotid- und Aminosaure-
Sequenzen (Tab. 70). In den meisten Fallen Uberragte die Variation an dritten
Kodon-Positionen die an anderen Positionen, gefolgt von der ersten Position, mit
wenig oder keinen variablen Positionen an der zweiten Position. Wo beobachtet,
schloss Aminosaure-Variation nur Substitutionen von Aminosauren mit ahnlichen
physiko-chemischen Eigenschaften ein.

Tab. 70 Genetische Variation an verschiedenen Kodon-Positionen und beobachtete
Aminosaure-Substitutionen

Cyt-b-Abschn.  bp  Gruppe  Variable Pos. (DNA) Variable Pos. (AS)
Pos.1 Pos.2 Pos.3

A 207 Cme 1 0 9 0
A 207 Cma 2 0 4 1
A 207 Ccr 0 0 15 0
B 303 Cme 3 0 26 2
B 303 Cma 3 0 13 2
B 303 Ccr 2 0 15 2
C 258 Cme 2 1 21 2
C 258 Cma 2 0 12 2
C 258 Ccr 2 0 15 3
D 321 Cme 8 2 26 4
D 321 Cma 5 1 8 3
E 240 Cme 1 1 3 2
E 240 Cma 1 3 10 5

Gruppe: In den Baumrekonstruktionen erhaltene Haplotyp-Gruppe (Cme: C. medius-, Cma: C. major-,
Ccr: C. crossleyi-Gruppe). Variable Pos.: Anzahl variabler Positionen in Vergleichen innerhalb von
Gruppen in der DNA-Sequenz (DNA) an verschiedenen Kodon-Positionen (Pos. 1, Pos. 2, Pos. 3) und
in der Aminosaure-Sequenz (AS). Die variablen Positionen wurden nicht Gber alle Cytochrom-b-
Abschnitte summiert, da die Abschnitte teilweise Uberlappen und flinf von 21 Haplotypen nicht in allen
Abschnitten reprasentiert sind.

Ein paarweiser Z-Test auf Selektion mit Neutralitat als Null-Hypothese fur paarweise
Vergleiche von Haplotypen wurde fir die kombinierten Cytochrom-b-Abschnitte A, B
und C durchgefuhrt. Die Analyse schloss alle in dieser Arbeit erhaltenen, fur diese
Abschnitte kompletten Haplotypen und die entsprechenden Sequenzen von
Propithecus tattersalli, Varecia variegata und den acht bekannten Microcebus spp.
(Yoder et al. 2000) ein. Mit der Ausnahme einiger intraspezifischer Vergleiche
zwischen sehr ahnlichen Haplotypen der C. medius- und der C. major-Gruppe,
konnte mit dem Z-Test flr alle paarweisen Vergleiche Neutralitat signifikant
zurickgewiesen werden. In allen Vergleichen zwischen Haplotypen, die von
Feldproben einerseits und von Museumsproben andererseits erhalten worden waren,
wurde Neutralitat signifikant zurickgewiesen.
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GroRenordnungen genetischer Distanzen innerhalb und zwischen den Gruppen

Die in diesem Abschnitt dargestellten Distanzdaten wurden als paarweise Distanzen
zwischen Haplotypen unter Anwendung des Kimura-2-P-Modells (Kimura 1980)
berechnet. In allen Cytochrom-b-Abschnitten und in den verketteten Abschnitten A, B
und C waren mittlere Distanzen innerhalb von Gruppen erheblich niedriger als
zwischen Gruppen. Daruber hinaus waren die maximalen Distanzen innerhalb von
Gruppen erheblich niedriger als die minimalen Distanzen zwischen Gruppen.
Unterschiede zwischen den Cytochrom-b-Abschnitten waren in den meisten Fallen
moderat. In Fallen, wo einzelne Haplotypen in einem Cytochrom-b-Abschnitt nicht
reprasentiert waren (z.B. Probe ZMB 3787, Abschnitte D und E, C. crossleyi-
Gruppe), waren die Unterschiede, wie im Hinblick auf die Baumrekonstruktionen zu
erwarten, allerdings groRer. Tab. 71 stellt die Ergebnisse fur die verketteten
Abschnitte A, B und C dar. In diesem Datensatz reichten die mittleren Distanzen
innerhalb von Gruppen von 0,019 (C. major-Gruppe) bis 0,069 (C. crossleyi-Gruppe).
Die mittleren Distanzen zwischen Gruppen reichten von 0,126 (C. major- und
C. crossleyi-Gruppe) bis 0,14 (C. medius- und C. major-Gruppe). Die betrachtlichste
Differenz zwischen mittleren und maximalen Distanzen innerhalb von Gruppen wurde
fur die C. medius-Gruppe mit einer maximalen Distanz innerhalb der Gruppe von
0,089 beobachtet. Diese Distanz ist immer noch weit unterhalb des Bereichs der
minimalen Distanzen zwischen Gruppen, die von 0,119 (C. major- und C. crossleyi-
Gruppe) bis 0,128 (C. medius- und C. major-Gruppe) reichen. Die gro3e Variation
von Distanzen innerhalb der C. medius-Gruppe konnte auf die Prasenz eines
Haplotyps (Cme B, Tab. 69) zurickgefihrt werden, der am distantesten zu allen
anderen innerhalb der Gruppe ist. Wurde dieser Haplotyp entfernt, wurde eine
maximale Distanz innerhalb der Gruppe von 0,031 fur die verketteten Cytochrom-b-
Abschnitte A, B und C sowie auch fur die komplette Cytochrom-b-Sequenz erhalten.

Tab. 71 Genetische Distanzen in Vergleichen innerhalb und zwischen Gruppen

mean intra max intra min inter mean inter
Cme Cma Cme Cma
Cme 0,030 0,089
Cma 0,019 0,038 0,128 0,140
Ccr 0,069 0,069 0,146 0,119 0,154 0,126

Cme: C. medius-, Cma: C. major-, Ccr: C. crossleyi-Gruppe. Mean intra: mittlere genetische Distanz in
Vergleichen innerhalb der Gruppe, max intra: maximale genetische Distanz in Vergleichen innerhalb
der Gruppe, min inter: Minimale genetische Distanz in Vergleichen zwischen Gruppen, mean inter:
Mittlere genetische Distanz in Vergleichen zwischen Gruppen. Die dargestellten genetischen
Distanzen wurden als paarweise Distanzen unter Anwendung des Kimura-2-P-Modells der
Sequenzevolution berechnet.

Geographische und genetische Distanzen

Die drei untersuchten Haplotypgruppen enthielten Haplotypen die von geographisch
weit verteilten Orten stammen. Um das beim Vergleich von genetischen Distanzen
innerhalb und zwischen diesen Gruppen zu berucksichtigen, trugen wir paarweise
genetische Distanzen (Kimura-2-P) zwischen Haplotypen der verketteten Cytochrom-
b-Abschnitte A, B und C in Vergleichen innerhalb und zwischen Gruppen gegen
geographische Distanzen zwischen Haplotypen auf (Abb. 58). Innerhalb der
C. medius- und der C. major-Gruppe stiegen paarweise genetische Distanzen klar
mit der geographischen Distanz an. Innerhalb der C. major-Gruppe stagnierte die
genetische Distanz bei geographischen Distanzen oberhalb 600 km. Innerhalb der
C. crossleyi-Gruppe mit nur zwei Haplotypen lag die genetische Distanz bezogen auf
die geographische Distanz zwischen den anderen beiden Gruppen. Im Gegensatz zu
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Vergleichen innerhalb von Gruppen zeigten paarweise genetische Distanzen in allen
Vergleichen zwischen Gruppen keinen an- oder absteigenden Trend und blieben
unabhangig von der geographischen Distanz in einem Bereich von 0,119 bis 0,172.
Der Bereich der genetischen Distanzen zwischen Haplotypen verschiedener
Gruppen war deutlich oberhalb der grof3ten innerhalb von Gruppen beobachteten
Distanzen.
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Abb. 58 Genetische und geographische Distanzen

Y-Achse: genetische Distanz: paarweise Distanz (Kimura-2-P) in Vergleichen innerhalb und zwischen
Gruppen zwischen individuellen Haplotypen, die vollstandig und einzigartig in den Cytochrom-b-
Abschnitten A, B und C (633 bp) sind. Cme: C. medius-, Cma: C. major-, Ccr: C. crossleyi-Gruppe. X-
Achse: geographische Distanz: Luftlinie (km).

Diskussion

Morphologische Vergleiche

Die meisten der bei den drei Cheirogaleus-Morphotypen in der Region
Tolagnaro(Fort Dauphin) beobachteten Farbungsmuster passen zu Groves’ (2000)
Beschreibung von C. medius, C. major und C. crossleyi. Abgesehen von individuellen
Unterschieden passt die Mehrheit der Merkmale zu Groves’ Beschreibungen der drei
Arten zum Ausschluss der anderen vier von ihm anerkannten Cheirogaleus-Arten
(Groves 2000). Die morphometrischen Daten weichen in unterschiedlichem Male,
abhangig vom Parameter, von den von Groves angegebenen Daten ab. Zum Beispiel
sind die im Feld (Orte 8-15) in der vorliegenden Arbeit beobachteten Kopf-Rumpf-
Langen allgemein groRer als die von Groves fur die entsprechenden ahnlichen Arten
angegebenen. Allerdings zeigt sowohl unser Datensatz als auch der von Groves
erhebliche intraspezifische Variation. Fur C. medius konnten diese Unterschiede
moglicherweise durch unterschiedliche &kologische Bedingungen in West-
Madagaskar und der Region Tolagnaro in Sudost-Madagaskar erklart werden. Die
relative Ohrlange mit Bezug auf die Kopf-Rumpf-Lange und die relative
Schwanzlange ahneln stark den von Groves (2000) fur C. medius angegebenen
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Daten zum Ausschluss von C. adipicaudatus. Die an lebenden Tieren im Feld
gemessene Kopfbreite zeigt nur geringe Variation und kdnnte mit einer gewissen
behutsamen Reduktion mit der von Groves (2000) an Schadeln gemessenen
biorbitalen Breite vergleichbar sein.

Die Felddaten flr die C. crossleyi- und C. major-artigen Morphotypen ahneln stark
den von Groves (2000) fur die entsprechenden Arten angegebenen Daten. Gestutzt
auf diese morphologischen Beobachtungen allein, wirde eine taxonomische
Zuordnung der in der Region Tolagnaro beobachteten Morphotypen, wie auch bei
anderen nachtaktiven Lemuren (Rasoloarison et al. 2000), anfechtbar bleiben. Die
morphologischen Vergleiche liefern allerdings Hinweise darauf, dass C. medius,
C. major und C. crossleyi den in der Region Tolagnaro beobachteten Morphotypen
unter den sieben innerhalb der Gattung anerkannten Arten am meisten ahneln.

Qualitatskontrolle an Sequenzen von Museumsexemplaren und
Unterscheidung von Numt und mitochondrialen Sequenzen

Bei der Verwendung mitochondrialer Sequenzen als genetische Marker und bei
Einbeziehung von Museumsexemplaren als DNA-Quelle mussen drei mogliche
Fehlerquellen berlcksichtigt werden:

Kontaminationen, insbesondere Kreuzkontaminationen konnten zur Amplifikation des
Markers von der kontaminierenden DNA fihren, wenn die Kopienanzahl in der
Proben-DNA klein ist.

Nukleare Pseudogene (Numt) kénnten anstelle von wahren mitochondrialen Genen
sequenziert werden (z.B. Zischler et al. 1995). Nukleare Pseudogene sind
nichtfunktionelle Kopien mitochondrialer DNA im Kerngenom. Variation in ,echten®,
funktionellen mitochondrialen Genen evolviert unter funktionellen Zwangen. Das fuhrt
zum Beispiel zu einem starken Ubergewicht synonymer Substitutionen, die die
Aminosauresequenz nicht verandern, z. B. Substitutionen an dritten Kodonpositionen
(Arctander 1995). An einem nukledren Pseudogen herrschen keine funktionellen
Zwange. Deshalb kann ein Z-Test auf Selektion in zahlreichen paarweisen
Vergleichen von Sequenzen fir einzelne Sequenzen Hinweise darauf ergeben, dass
es sich, im Kontrast zu anderen Sequenzen, um nukleare Pseudogene handelt.
Handelt es sich z. B. bei einer Sequenz um ein nukleares Pseudogen, wirde man
erwarten, dass in paarweisen Vergleichen dieser Sequenz mit vielen anderen
Neutralitat nicht signifikant zurlickgewiesen werden kann.

SchlieRlich kdnnten Post-mortem-Schadigungen die von Museumsexemplaren
gewonnene DNA verandert haben und zu fehlerhaften Sequenzierergebnissen
fuhren.

Alle von Museumsexemplaren in unserer Arbeit erhaltenen Haplotypen sind
einzigartig, und alle Uberlappenden Abschnitte unseres genetischen Markers
stimmen in diesen Haplotypen komplett Uberein. Die erhaltenen Sequenzen kdnnen
deshalb als Zeugnis ihrer selbst betrachtet werden (Hofreiter et al. 2001), und
Kontaminationen kdnnen als Fehlerquelle ausgeschlossen werden. Der beobachtete
Evolutionsmodus, insbesondere der Kodon-spezifische Grad der Variation, die
Ratenverhaltnisse synonymer und nichtsynonymer Substitutionen und die
Ergebnisse des Z-Tests auf neutrale Evolution liefern starke Hinweise darauf, dass
die beobachteten Haplotypen funktionelle mitochondriale Cytochrom b Sequenzen
reprasentieren und nicht nukledre Pseudogene. Ebenso liefern diese Ergebnisse,
insbesondere der Kodon-spezifische Grad der Variation, starke Hinweise darauf dass
Sequenzveranderungen durch Post-mortem-Schadigungen keine bedeutende Rolle
in unserem Datensatz gespielt haben. Dabei kdnnen einzelne, durch Post-mortem-
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Schadigung verursachte fehlerhafte Basenbenennungen nicht vollstandig
ausgeschlossen werden. Allerdings ist es nicht zu erwarten, dass die Ergebnisse
unserer statistischen Analysen dadurch erheblich verandert worden sind.

Genetische Vergleiche mit Referenzexemplaren

Alle Baumrekonstruktionen stellten drei gut unterstitzte clades dar, von denen jeder
je einen Referenzhaplotyp von C. medius, C. major oder C. crossleyi enthielt. Jede
dieser drei Haplotypgruppen kann also als monophyletisch betrachtet werden. Die
Bayes’schen a posteriori Wahrscheinlichkeitswerte wahren Uberdies noch hoher als
die Werte fur die statistische Unterstitzung von clades aus anderen angewandten
Algorithmen. Dieses Phanomen wird allerdings haufig beobachtet (Huelsenbeck et al.
2002). DarlUber hinaus waren genetische Distanzen zwischen diesen Gruppen
erheblich grofRer als innerhalb. Diese Aussage bleibt erhalten, wenn mittlere
Distanzen vergleichen werden und wenn maximale Distanzen in Gruppen mit
minimalen Distanzen zwischen Gruppen verglichen werden. Der Vergleich
genetischer und geographischer Distanzen ergab Hinweise auf isolation by distance
innerhalb der C. medius- und der C. major-Gruppe. Genetische Distanzen in
Vergleichen zwischen Gruppen waren dagegen Uuber einen weiten Bereich
geographischer Distanzen unabhangig von geographischen Distanzen. All diese
Ergebnisse stlutzen die Annahme, dass die Haplotypgruppen Arten reprasentieren.
Die beobachteten Distanzen zwischen Gruppen sind deutlich innerhalb des
Bereiches der bei Vergleichen vieler Saugerarten auf der intragenerischen Ebene
beobachtet wurde (Castresana 2001). Die beobachteten Distanzen innerhalb der
Gruppen variieren allerdings und sind in der C. medius- und der C. crossleyi-Gruppe
erheblich. Beim Vergleich dieser Distanzen mit Distanzen, die innerhalb der acht
Arten des Genus Microcebus und zwischen diesen beobachtet wurden (Yoder et al.
2000), muss man anerkennen, dass es Paare von Microcebus-Arten gibt (z.B.
M. berthae und M. myoxinus), die naher verwandt sind als einige Paare von
Haplotypen innerhalb von Gruppen in unserer Arbeit. Bei anderen Paaren von
Microcebus spp. sind die Distanzen im gleichen Bereich wie zwischen den drei
Gruppen in unserer Arbeit.

C. medius

Insbesondere die genetische Distanz des Haplotyps Cme B (Ort 2, Ankarana) zu
allen anderen Mitgliedern der C. medius-Gruppe konnte eine interspezifische Distanz
reprasentieren. Auf der anderen Seite muss beachtet werden, dass die Haplotypen in
jeder Gruppe in unserer Arbeit von Proben stammen, die Uber einen grdolieren
geographischen Bereich genommen wurden als die von Yoder et al. (2000)
untersuchten Proben von je einer Microcebus-Art. In der C. medius-Gruppe wuirden
die Probennahmeorte 2 und 12-15 die aulRersten Rander der mdglichen Verbreitung
von C. medius reprasentieren. Berlcksichtigt man die Form der Insel Madagaskar
und die der von den drei fraglichen Arten bewohnten Vegetationsformen dann kénnte
die geographische Luftlinien-Distanz die wahre Distanz fur C. medius starker als fur
C. major und fur C. crossleyi unterschatzen. Aulerdem ist C. medius viel kleiner als
die anderen beiden Arten. Man konnte deshalb erwarten, dass genetische Distanzen
bei dieser Art schneller mit der geographischen Distanz zunehmen. Beachtet man
das bei den meisten Saugerarten vorhandene Phanomen des mitochondrialen
lineage-sorting (z.B. Avise et al. 1984, Greenwood 1980), dann kdnnte man
erwarten, an den verschiedenen Randern eines Verbreitungsgebietes distante
mitochondriale Linien zu finden. Es konnte dann auch zu erwarten sein, dass
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genetische Distanzen mit geographischen Distanzen zu einem gewissen Grad
diskontinuierlich ansteigen.

Abgesehen von der Unsicherheit fur das C. medius-artige Exemplar aus Ankarana
(PBZT) (Haplotyp Cme B, Ort 2), ist die maximale Distanz zwischen dem
Referenzhaplotyp fir C. medius aus Morondava und den in der Region Tolagnaro
(Fort Dauphin) beobachteten Haplotypen weit unterhalb des fiur interspezifische
Vergleiche zu erwartenden Niveaus. Die genetischen Analysen unterstutzen deshalb
stark die Annahme, dass der C. medius-artige Morphotyp in der Region Tolagnaro
dieser Art entspricht.

C. major

Die beobachteten Distanzen innerhalb der C. major-Gruppe sind klein im Vergleich
zu den anderen beiden Gruppen wie auch im Vergleich zu Distanzen zwischen
Microcebus spp. (Yoder et al. 2000). Die genetischen Vergleiche unterstitzen
deshalb stark die Annahme eines Spezies-Status fur diese Gruppe.

C. crossleyi

Die C. crossleyi-Gruppe enthalt zwei Haplotypen von den Orten 3 und 15. Die
Distanz innerhalb der Gruppe ist erheblich, wenn auch kleiner als innerhalb der
C. medius-Gruppe.

Der Vergleich mit Microcebus spp. zeigt, dass nur 6 von 36 paarweisen Vergleichen
kleinere, aus den Cytochrom-b-Abschnitten A, B und C berechnete genetische
Distanzen zwischen Arten zeigen, als zwischen den beiden Haplotypen der
C. crossleyi-Gruppe. (Zwei verschiedene genetische clades, die von Yoder et al.
(2000) als ,M.rufus 1 und ,M.rufus2“ bezeichnet werden, wurden separat
bertcksichtigt, was zu 6 Taxa und damit 36 paarweisen Vergleichen fihrte.) Die
Herkunftsorte der zwei Haplotypen in der C. crossleyi-Gruppe entsprechen dem
nordlichen und sudlichen Ende des kontinuierlichen Regenwaldgurtels in
Ostmadagaskar mit einer geographischen Distanz von 1330 km. Berucksichtigt man
die oben angefihrten Erwagungen, konnten ausgepragte mitochondriale Linien
innerhalb einer Art erwartet werden, die Uber diesen Bereich verbreitet ist. Man
konnte die genetischen Ergebnisse also so interpretieren, dass sie einige Hinweise
darauf liefern, dass der C. crossleyi-artige Morphotyp in der Region Tolagnaro (Fort
Dauphin) diese Art reprasentiert. Weitere Uberlegungen sind aber notwendig, um
seinen taxonomischen Status festzulegen.

Synthese

FuUr zwei der drei in der Region Tolagnaro (Fort Dauphin) beobachteten Morphotypen
unterstitzen die morphologischen und die genetischen Daten stark den anfangs
vermuteten Spezies-Status. Das Vorkommen von C. medius und C. major in dieser
Region wird damit durch unsere Arbeit bestatigt. Aus einem biogeographischen
Blickpunkt ware dieses Ergebnis fur C. major zu erwarten gewesen. Unsere Daten
bestatigen die Prasenz dieser Art an vier Orten im Nordosten und im zentralen Osten
Madagaskars und an funf Orten am sudlichen Ende des 0Ostlichen Regenwaldgurtels
nahe Tolagnaro (Fort Dauphin). Diese Befunde stimmen mit den Beobachtungen von
z.B. Martin (1972a), Tattersall (1982) und Feistner und Schmid (1999) uberein und
widersprechen der von  Groves (2000) vorgeschlagenen  sudlichen
Verbreitungsgrenze.

Gestutzt auf ein als C. adipicaudatus identifiziertes Exemplar aus Tolagnaro (Fort
Dauphin, Sudost-Madagaskar) und auf andere Exemplare aus Tabiky, 170 km Ostlich
von Toliara (Tuléar, Sudwest-Madagaskar) in der sudlichen, trockenen
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Xerophytenzone Madagaskar schloss Groves (2000) C. adipicaudatus kame in ganz
Sudmadagaskar und in Tolagnaro vor. Unsere Untersuchungen bestatigen dagegen
das Vorkommen von C. medius in der Region Tolagnaro, was auch mit dem von
Tattersall (1982) und Petter und Petter-Rousseaux (1979) angegebenen
Verbreitungsgebiet Ubereinstimmen wirde. Diese gegensatzlichen Befunde sind
moglicherweise weniger widerspruchlich als sie erscheinen modgen. Die sudliche
Xerophytenzone beginnt 30 km westlich von Tolagnaro, und es gut moglich, dass ein
aus dieser Zone stammendes Exemplar dort verschifft wurde und entsprechend als
aus Fort Dauphin stammend beschriftet wurde. Wir beobachteten C. medius in
Klstenwaldern, die erheblich feuchter sind als Walder der Trockenzone und in einem
humiden Wald im Lavasoa-Gebirge (Ort 15). In einigen dieser Kistenwalder kommt
C. medius sympatrisch mit Microcebus murinus vor (Yoder et al. 2000 und pers.
Beobachtung). Abgesehen von seinem Vorkommen bei Tolagnaro ist Microcebus
murinus hauptsachlich in westlichen laubabwerfenden Trockenwaldern Madagaskars
verbreitet (Rasoloarison et al. 2000), Yoder et al. 2000). Er wurde auch in einem
Galeriewald in der sidlichen trockenen Xerophytenzone beobachtet, wo
M. griseorufus in Xerophyten-Formationen vorkommt (Yoder et al. 2002). Das
Vorkommen von C. medius deutet damit auf ein ahnliches biogeographisches Muster
hin wie bei M. murinus und unterstreicht die 6kologische Plastizitat dieser Art.

Der taxonomische Status des C. medius-artigen Exemplars aus Ankarana (PBZT)
(Haplotyp Cme B, Ort 2) bleibt unklar. Der Wald von Ankarana liegt in einer Zone
laubabwerfenden Trockenwaldes, die von den westlichen laubabwerfenden
Trockenwaldern durch humide Walder, die sudlich dieser Region von der Ost- bis zur
Westkuste reichen, isoliert ist. In Anbetracht der Isolation von den westlichen
Trockenwaldern und der erheblichen genetischen Distanz zu unserem nachsten
Probennahmeort Morondava (Ort 1) denken wir, dass weitere Probennahmen
zwischen diesen Orten notwendig waren, um den taxonomischen Status der
Cheirogaleus-Probe aus Ankarana festzustellen.

Bei dem C. crossleyi-artigen Morphotyp im Lavasoa-Gebirge nahe Tolagnaro (Fort
Dauphin, Stidost Madagaskar) zeigen die morphologischen Merkmale eine starke
Ahnlichkeit mit C. crossleyi, wie er von Groves (2000) und Petter et al. (1977)
beschrieben wurde. Die genetische Distanz zu dem Referenzhaplotyp ist erheblich
aber weitaus kleiner als zu C. major und C. medius und auch kleiner als genetische
Distanzen zwischen vielen Arten der Gattung Microcebus. Zwischen genetisch enger
verwandten Arten beobachteten Yoder et al. (2000) dagegen sehr ausgepragte
morphologische Unterschiede.

Die beiden Proben der C. crossleyi-Gruppe sind sowohl geographisch als auch
genetisch erheblich distant. Die beiden Herkunftsorte waren bis vor kurzer Zeit durch
die kontinuierliche Regenwaldzone Ost-Madagaskars verbunden. Die Verbreitung
und Habitatpraferenz von C. crossleyi wurde von Petter et al. (1977) beschrieben als
entlang des Randes des zentralen Hochplateaus Madagaskars, landeinwarts von der
Klste, von nordlich Maroantsetra nach Studen bis zum Aloatra-See und als abundant
in Plantagen und degradierten Zonen. Allerdings ist der groRte Teil Ost-Madagaskars
noch wenig beprobt. Daran konnte es liegen, dass C. crossleyi bisher nicht weiter
sudlich beobachtet wurde.

Wir beobachteten den C. crossleyi-artigen Morphotyp in der Region Tolagnaro in
einem humiden Wald im Lavasoa-Gebirge (Ort 15). Im Lavasoa-Gebirge besteht ein
gemischtes Waldmuster mit trockeneren Ubergangswaldern und humiden Waldern
dicht beieinander, vermutlich entsprechend der unterschiedlichen Exposition zur
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Sonneneinstrahlung und zu von Osten kommenden Wolken (pers. Beobachtung). Die
Walder des Lavasoa-Gebirges sind durch landwirtschaftliche Nutzflachen von den
nahe gelegenen humiden Waldern der Anosy-Bergkette isoliert, die das sudliche
Ende des 6stlichen Regenwaldgurtels darstellt. Diese Isolation ist bereits auf einer
frihen, von 1768 stammenden Karte der Region Tolagnaro (Grandidier 1892)
dargestellt. An funf Orten der Umgebung in der Anosy- und Vohimena-Bergkette und
im Kustenwald von Mandena (Orte 8-11 und 13) wurde nur C. major, aber nicht der
C. crossleyi-artige Morphotyp beobachtet. Diese Beobachtungen weisen darauf hin,
dass die Population im Lavasoa-Gebirge sehr wahrscheinlich eine Reliktpopulation
einer frlher zumindest auf regionaler Ebene weiter verbreiteten Art sein konnte. Es
bleibt unklar, welche Habitattypen von diesen Tieren bewohnt wurden und werden
und wie sie das Lavasoa-Gebirge erreicht haben. Ebenso unklar ist, ob C. crossleyi
entlang des Ostlichen Regenwaldgtirtels oder in einer parallel dazu verlaufenden
Vegetationszone in Richtung des Hochplateaus, also entlang des westlichen Randes
des Regenwaldgurtels, vorkommen konnte. Deshalb ist es auch unklar, wie lange die
potentiell von C. crossleyi bewohnte Vegetationszone von Nord-Madagaskar bis zur
Region Tolagnaro durchgangig gewesen sein konnte. In Anbetracht all dieser
Uberlegungen koénnten die beiden in der C. crossleyi-Gruppe beobachteten
Haplotypen sowohl die beiden Rander eines allmahlichen Ubergangs wie auch zwei
disjunkte Populationen im Prozess der Speziation reprasentieren. Wollte man
bestatigen, dass der C. crossleyi-artige Morphotyp des Lavasoa-Gebirges nahe
Tolagnaro eine eigene Unterart oder gar Art darstellt, ware es deshalb notwendig,
entlang der Ostklste von Madagaskar nach weiteren Populationen von C. crossleyi
zu suchen und dann genetische Distanzen auf Diskontinuitaten im Bezug auf
geographische Distanzen zu prifen. Unsere morphologischen und genetischen
Daten unterstutzen stark die Annahme, dass der C. crossleyi-artige Morphotyp eng
mit C. crossleyi verwandt ist. Im Hinblick auf bisher bekannte biogeographische
Muster ist dies ein unerwartetes Ergebnis. In Anbetracht der rezenten anthropogenen
Fragmentierung der Walder Madagaskars wurde die strikte Anwendung eines
biogeographischen Artkonzepts dazu fuhren, dass zahlreiche Lemurenpopulationen
zu eigenstandigen Arten wirden. Wir empfinden einen solchen Ansatz als wenig
hilfreich. Gestutzt auf die hier prasentierten morphologischen und genetischen Daten
schlagen wir deshalb vor, den C. crossleyi-artigen Morphotyp des Lavasoa-Gebirges
bei Tolagnaro (Fort Dauphin, Stdost-Madagaskar) bis auf weiteres als C. crossleyi
zu identifizieren.
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7 Diskussion

Im Untersuchungsgebiet vorkommende Arten der Gattungen Microcebus und
Cheirogaleus

Cheirogaleus

Im Untersuchungsgebiet wurden die Arten C. medius, C. major und C. crossleyi
identifiziert. Diese Thematik ist als geschlossene Einheit mit Fragestellung,
Methoden, Ergebnissen und Diskussion im Kapitel ,Biogeographie von Katzenmakis
(Cheirogaleus spp.): Genetische Hinweise fur unerwartete Muster in Sidost-
Madagaskar®, S. 132 ff. dargestellt.

Microcebus

Lemuren der Gattung Microcebus wurden in den letzten Jahren vor allem in West-
Madagaskar intensiv untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass dort wesentlich mehr
Arten existieren, als friher angenommen (Schmid und Kappeler 1994, Zimmermann
et al. 1998, Rasoloarison et al. 2000, Yoder et al. 2000).

Nach frGheren Annahmen (Tattersall 1982, Petter und Petter-Rousseaux 1979,
Petter et al. 1977) sollten zwei Arten in Madagascar vorkommen: M. murinus entlang
der Westkuste und im Suden bis Fort Dauphin, M. rufus entlang der Ostkuste sudlich
bis Fort Dauphin.

Insbesondere Rasoloarison et al. (2000) und Yoder et al. (2000) bearbeiteten den
gesamten Westen Madagaskars vom extremen Norden bis zum extremen Suden.
Heute sind sieben Arten mit z. T. kleinrdumiger Verbreitung in diesem Bereich
bekannt, flr die detaillierte morphologische Daten (Rasoloarison et al. 2000) und
genetische Daten (Yoder et al. 2000) existieren. Diese Arten sind M. griseorufus,
M. murinus, M. berthae, M. myoxinus, M. ravelobensis, M. sambiranensis und
M. tavaratra. Der Osten Madagaskars wurde dagegen noch kaum bearbeitet. Die
Arbeit von Rasoloarison et al. (2000) deckt diesen Bereich gar nicht ab; Yoder et al.
(2000) bezogen M. rufus-Individuen von zwei Orten der Ostkliste, Tampolo bei
Tamatave und Ranomafana, mit ein.

Die von Rasoloarison et al. (2000) neu beschriebenen Arten M. sambiranensis und
M. tavaratra, die in Yoder et al. (2000) auch genetisch charakterisiert werden,
kommen in Nordmadagaskar in Gebieten vor, die friher zum Verbreitungsgebiet von
M. rufus gezahlt wurden (Tattersall 1982, Petter und Petter-Rousseaux 1979, Petter
et al. 1977). Die M. rufus-Individuen aus Tampolo und Ranomafana bilden in der
phylogenetischen Analyse von Yoder et al. (2000) keinen gemeinsamen clade.
Vielmehr ist M. rufus aus Ranomafana (Ostklste, sudliches Drittel) (,M. rufus 1%)
enger mit M. myoxinus und M. berthae aus West-Madagaskar verwandt als mit
,M. rufus 2“ aus Tampolo (zentrale Ostkuste).

All das weist darauf hin, dass entlang der Ostkliste Madagaskars mdglicherweise
eine ahnliche Diversitat an Microcebus-Arten existiert wie an der Westkuste.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden in der Region Fort Dauphin in Sudost-
Madagaskar drei Microcebus-Morphotypen beobachtet, die M. griseorufus,
M. murinus und M. rufus ahnelten. Das Vorkommen dieser drei Arten in der Region
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war bereits bekannt: Yoder et al. (2002) beobachteten M. griseorufus in
Dornbuschvegetation und M. murinus in Galeriewaldvegetation in Berenty im
Untersuchungsgebiet. Diese Artzugehorigkeiten wurden auch genetisch belegt
(Yoder et al. 2002). Martin (1972b) beobachtete in der Region Fort Dauphin
M. murinus im Kuistenwald und M. rufus in den nahe gelegenen Waldern der
Bergketten.

FUr M. murinus und M. griseorufus existieren dabei detaillierte morphologische und
genetische Daten und auch die Verbreitungsgebiete sind gut bekannt. Die Art
M. rufus dagegen muss bei der gegenwartigen Literaturlage als unzureichend
definiert betrachtet werden. Die genetischen Daten von Yoder et al. (2000) deuten
darauf hin, dass Populationen in Tampolo und Ranomafana, die bisher M. rufus
zugerechnet werden, unterschiedlichen Arten angehoéren. Die Arbeit von Yoder et al.
(2000) enthalt allerdings keine morphologische Charakterisierung dieser Formen. Es
ist zurzeit also unklar, welche Population im Bereich der madagassischen Ostklste
als M. rufus gelten kann.

In der hier vorliegenden Arbeit konnten die im Untersuchungsgebiet beobachteten
M. griseorufus- und M. murinus-artigen Morphotypen durch genetischen Vergleich
mit den Daten von Yoder et al. (2000) Uberwiegend eindeutig diesen Arten
zugeordnet werden.

Fir diese Vergleiche wurde die mitochondriale Hypervariable Region| als
genetischer Marker verwendet. Dieser Marker wurde in der vorliegenden Arbeit
eingesetzt, da er sich aufgrund seiner hohen Variabilitdt gut fur intraspezifische
populationsgenetische Analysen eignet. Aufgrund dieser hohen Variabilitat ist er
allerdings fur interspezifische phylogenetische Analysen weniger geeignet. Yoder et
al. (2000) verwendeten die mitochondriale Hypervariable Region | gemeinsam mit
den weniger variablen mitochondrialen Genen Cytochrom b und Cytochrom-
Oxidase Il. Es musste deshalb zunachst gepruft werden, ob die gewonnenen Daten
fur eine taxonomische Zuordnung geeignet waren. Das wurde durch die in Abb. 8
(S.60) dargestellte phylogenetische Rekonstruktion bestatigt. Alle von Yoder et al.
(2000) mit der o. a. Markerkombination identifizierten Monophyla auf Artniveau und
die beiden Monophyla ,M. rufus 1 und ,M.rufus2“ werden auch von der
Hypervariablen Region | klar dargestellt. Die Beziehungen zwischen diesen Taxa
sind dagegen im Gegensatz zu der Analyse von Yoder et al. (2000) nicht vollstandig
aufgeldst.

Die bei M. murinus- und M. griseorufus-artigen Morphotypen in der Region Fort
Dauphin beobachteten Haplotypen konnten ebenfalls eindeutig Arten zugeordnet
werden: Alle bei M. murinus-artigen Individuen in Berenty (Be), Petriky (Pe) und
Mandena (M1-20) beobachten Haplotypen bilden einen gemeinsamen, gut
unterstutzten clade mit M. murinus aus Toliara und Kirindy in West-Madagaskar
(Yoder et al. 2000). Die bei M. griseorufus in Berenty (Be) und Mahavelo (Mv)
beobachteten Haplotypen bilden einen gut unterstutzten clade mit M. griseorufus aus
Beza Mahafaly in Sidwest-Madagaskar (Yoder et al. 2000). Eine Ausnahme bildet
das in Ankilivalo (Ank) beobachtete Individuum, das morphologisch als
M. griseorufus angesprochen wurde. Der bei diesem Individuum beobachtete
Haplotyp ,au“ clustert in den in Abb. 10 (S. 62) und Abb. 11 (S. 63) dargestellten
Baumrekonstruktionen gemeinsam mit den bei M. murinus in Petriky (Pe)
beobachteten Haplotypen.
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Dieses Individuum wird deshalb hier als Hybrid aus M. murinus und M. griseorufus
angesehen. Dieser Befund ist bemerkenswert im Hinblick auf die Ergebnisse von
Yoder et al. (2002), die in Berenty, wo M. murinus im Galeriewald und M. griseorufus
im unmittelbar angrenzenden Dornbusch vorkommen, keine Hybride zwischen
beiden Arten beobachtet hatten.

Schwieriger war die Zuordnung bei dem M. rufus-artigen Morphotyp aus der Region
Fort Dauphin. Wie in den Analysen von Yoder et al. (2000) erscheinen in der
phylogenetischen Rekonstruktion (Abb. 8, S.60) zwei clades ,M.rufusl
(Ranomafana)“ und ,M.rufus2 (Tampolo)‘, von denen der erste naher mit
M. berthae und M. myoxinus verwandt ist als mit dem zweiten. Die bei M. rufus-
artigen Individuen im Raum Fort Dauphin beobachteten Haplotypen bilden einen
gemeinsamen, gut unterstitzten dritten clade, dessen Beziehungen zu den Ubrigen
Taxa nicht aufgeldst sind. Innerhalb dieses clades sind drei deutlich separierte
Subclades sichtbar. Die Verzweigungstiefe zwischen diesen subclades ist von
gleicher GroRenordnung wie innerhalb des Taxons M. murinus beobachtet. Daruber
hinaus treten alle subclades innerhalb einer Population (Manantantely) auf. Das
spricht daflr dass alle beprobten Individuen einer Art angehoren.

Um die phylogenetische Auflésung zu verbessern wurde in der in Abb. 9 (S 61)
dargestellten Baumrekonstruktion das , Taxon-Sampling“ reduziert und nur die Taxa
M. myoxinus, M. berthae, ,M. rufus 1%, ,M. rufus 2“ und M. rufus aus Fort Dauphin
einbezogen. Die bei M. rufus-artigen Individuen im Raum Fort Dauphin beobachteten
Haplotypen bilden in dieser Baumrekonstruktion einen schwach unterstutzten,
gemeinsamen clade mit ,M. rufus 2“ (Tampolo, Nordost-Madagaskar) wahrend
,M. rufus 1“ (Ranomafana) weiterhin mit M. myoxinus und M. berthae clustert. Die
taxonomische Relevanz der drei clades ,M. rufus- Raum Fort Dauphin®, ,M. rufus 1°
und ,M. rufus 2“ kann damit nicht hinreichend geklart werden.

Der morphometrische Vergleich (Tab. 12, S.49) zeigt starke Ahnlichkeiten der
M. rufus-artigen Tiere aus dem Raum Fort Dauphin und aus Ranomafana,
Ostmadagaskar. Insbesondere die Ohrlange und -breite sind sehr ahnlich bei beiden
Herkunftsregionen und gleichzeitig deutlich verschieden von den entsprechenden
Mafen fir M. murinus aus dem Raum Fort Dauphin und aus dem Kirindy-Wald in
Westmadagaskar. Fur beide Arten wurden hier von unterschiedlichen Beobachtern
(Atsalis et al. 1996 und eigene Messungen) jeweils sehr ahnliche Male erhalten, die
sich aber zwischen den Arten deutlich unterscheiden. Einschrankend muss bemerkt
werden, dass nur ein kleiner Teil der Individuen aus dem Raum Fort Dauphin,
namlich adulte Mannchen, die in den Monaten Juni-August gefangen worden waren,
mit den Daten von Atsalis et al. (1996) verglichen werden konnte. Darliber hinaus
wurden von Yoder et al. (2000) gerade bei morphologisch ahnlichen Microcebus-
Arten besonders deutliche genetische Unterschiede beobachtet.
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Schlussfolgerung

Die beiden M. griseorufus- und M. murinus-artigen Morphotypen im Raum Fort
Dauphin konnten klar diesen Arten zugeordnet werden. Ein Individuum aus Ankilivalo
(Ank) wurde als Hybrid aus diesen beiden Arten identifiziert. Hybridisierung dieser
Arten wurde bisher ausgeschlossen (Yoder et al. 2002).

Der M. rufus-artige Morphotyp im Raum Fort Dauphin ist bei der gegenwartigen
Literaturlage nicht klar einzuordnen. Die genetischen Daten sprechen aber daflr
dass alle beprobten Individuen dieses Morphotyps einer Art angehoren. Die Tiere
werden im Rahmen dieser Arbeit als M. rufus bezeichnet. Es ist bei der
gegenwartigen Datenlage aber denkbar, dass eine Uberarbeitung dieser Art mit einer
intensiveren Beprobung entlang der madagassischen Ostkuste zu einer Revision
dieser Bezeichnung fihren wird.

Vergleichende Rekonstruktion von Genflissen zwischen Populationen mit
maternal und biparental vererbten Markern - sex-biased dispersal

Begriffsdefinition:

Unter dem englischen Begriff dispersal wird hier die permanente Bewegung eines
Individuums vom Ort seiner Geburt zu dem Ort, wo es sich fortpflanzt oder sich
fortpflanzen wirde, wirde es Uberleben und einen Fortpflanzungspartner finden,
verstanden (Howard 1960, Endler 1977). Dieses dispersal findet haufig zwischen den
Geschlechtern unausgewogen statt. Hierfir wird der Begriff des sex-biased dispersal
eingefuhrt (Greenwood 1980). Dabei sind die Individuen des einen Geschlechts
Uberwiegend philopatrisch, das heildt, sie pflanzen sich am Ort ihrer Geburt fort. Die
Individuen des anderen Geschlechts wandern Uberwiegend vor der Fortpflanzung ab.
Uberwiegend mannliche Abwanderung wird hier male-biased dispersal, Uberwiegend
weibliche Abwanderung female-biased dispersal genannt.

Bei vielen Saugerarten einschliel3lich der Primaten herrscht das Ausbreitungsmuster
der weiblichen Philopatrie und des male-biased dispersal vor (Greenwood 1980,
Pusey und Packer 1987).

Die Thematik des sex-biased dispersal wurde in der vorliegenden Arbeit bei drei
Arten untersucht: C. medius, M. murinus und M. rufus. Dabei wurden genetische
Analysen auf drei Ebenen durchgefuhrt:

Gewahlte Vorgehensweise

A: Die mitochondriale Hypervariable Region| wurde als maternal vererbter
genetischer Marker eingesetzt. In phylogenetischen Baumrekonstruktionen wurde
gepruft, ob geographische Cluster von Haplotypen auftreten. Dieses Muster ware bei
weiblicher Philopatrie zu erwarten. Durch den Prozess des lineage-sorting (z. B.
Neigel und Avise 1986) kommt es bei weiblicher Philopatrie zum lokalen Aussterben
von Matrilinien und damit zu einer geographischen Differenzierung unterschiedlicher
Clades von untereinander verwandten Haplotypen. Derartige Ergebnisse wurden bei
Arten mit weiblicher Philopatrie und male-biased dispersal beobachtet, z. B. beim
Pottwal (Physeter macrocephalus) (Lyrholm und Gyllensten 1998), bei der Grinen
Meerkatze (Cercopithecus aethiops) (Shimada 2000) und bei verschiedenen
Macaca spp. (z. B. Hoelzer et al. 1994, Melnick und Hoelzer 1992, Perwitasari-
Farajallah et al. 1999). Arten mit Migration von Weibchen zwischen Populationen, bei
denen ein Fehlen geographischer Cluster mitochondrialer Haplotypen beobachtet
wurde sind z. B. das Schottische Moorschneehuhn (Lagopus lagopus scoticus)
(Piertney et al. 2000) und der Mantelpavian (Papio hamadryas hamadryas) (Hapke et
al. 2001).
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B: In einer Varianzanalyse (AMOVA) wurde die Aufteilung der genetischen Varianz
auf die Fraktionen innerhalb und zwischen Populationen untersucht. Dabei wurden
die maternal vererbte mitochondriale Hypervariable Region | und biparental vererbte
Mikrosatellitenmarker vergleichend eingesetzt. Zeigt die AMOVA eine starkere
geographische Strukturierung fur maternal- als fir biparental vererbte Marker kann
dieses Ergebnis als Hinweis auf weibliche Philopatrie interpretiert werden (z. B.
Melnick und Hoelzer 1992, Melnick und Hoelzer 1993).

C: Mit Mikrosatellitenmarkern wurden Mannchen und Weibchen innerhalb von
Populationen verglichen. Dabei wurden zwei Methoden eingesetzt: Mit dem
Assignment-Index wurde getestet ob Individuen eines Geschlechts eine signifikant
héhere Wahrscheinlichkeit hatten, in der Population, in der sie gefangen wurden,
geboren zu sein. Mit dem Relatedness-Index wurde gepruft, ob Individuen eines
Geschlechtes untereinander signifikant starker verwandt sind als die des anderen
Geschlechtes. Beispiele, in denen mit diesem Ansatz sex-biased dispersal
nachgewiesen wurde, sind die Hausspitzmaus (Crocidura russula) (Favre et al. 1997)
und der nordamerikanische Ochsenfrosch (Rana catesbeiana) (Austin et al. 2003)
mit female-biased dispersal und das Vielfral3 (Gulo gulo) mit male-biased dispersal
(Cegelski et al. 2003).

Die drei Ansatze haben jeweils spezifische Vorteile und Einschrankungen:

Der Prozess des mitochondrialen lineage-sorting beruht auf dem lokalen Aussterben
von Matrilinien. Aufgrund der vierfach kleineren effektiven PopulationsgroRe fir
mitochondriale genetische Loci gegenuber nukledren Loci findet dieser Prozess in
reproduktiv isolierten Populationen mit hoher Wahrscheinlichkeit statt (Avise et al.
1984). Geographisch separierte soziale Einheiten begrenzter Grofe sind eine ideale
Grundlage fir das lokale Aussterben von Matrilinien. Entsprechend erfolgreich
konnte deshalb bei in Gruppen lebenden Tierarten mit weiblicher Philopatrie ein
geographisches Clustern mitochondrialer Haplotypen nachgewiesen werden (z. B.
Hoelzer et al. 1994, Melnick und Hoelzer 1992, Perwitasari-Farajallah et al. 1999). Im
Gegensatz dazu kommt es bei solitar lebenden Arten in kontinuierlichen grof3en
Habitaten mit potentiell sehr grol3en Populationen unter Umstanden nicht zu einem
lokalen Aussterben von Matrilinien, auch wenn Uberwiegende weibliche Philopatrie
herrscht, wie z.B. bei M. murinus im Kirindy-Wald, West-Madagaskar (Fredstedt et al.
2004). Einmal etabliert, bleiben geographische Cluster mitochondrialer Haplotypen
auch dann bestehen, wenn durch rezente aufgetretene Barrieren eine Migration
zwischen Populationen nicht mehr mdglich ist. Der Nachweis solcher Cluster
bedeutet damit zwar weibliche Philopatrie, aber nicht zwingend aktuell stattfindendes
male-biased dispersal.

Der Vergleich der Varianzaufteilung innerhalb und zwischen Populationen von
maternal vererbten Markern mit biparental vererbten Markern mittels AMOVA erlaubt
eine Kontrolle auf andere strukturierende Faktoren wie z.B. Ausbreitungsbarrieren in
der Landschaft. Wirden z. B. mehrere, seit langer Zeit vollstandig voneinander
isolierte Populationen untersucht, dann waren, auch ohne sex-biased dispersal,
geographische Cluster mitochondrialer Haplotypen zu erwarten. Als Ergebnis der
AMOVA ware dann fir maternal- und biparental vererbte Marker eine grof3er Teil der
Varianz zwischen und ein kleiner Teil innerhalb der Populationen zu erwarten. Wird
fur maternal vererbte Marker ein groRRer Teil der Varianz zwischen und ein kleiner

159



Teil innerhalb von Populationen beobachtet und ist die Varianzaufteilung fir
biparental vererbte Marker umgekehrt, dann spricht dieses Ergebnis fur weibliche
Philopatrie und male-biased dispersal.

Dabei mussen folgende Einschrankungen gemacht werden: Aufgrund der vierfach
kleineren effektiven PopulationsgroRe fir mitochondriale Loci herrschen
unterschiedliche Bedingungen bei beiden Markersystemen fur das lokale Aussterben
von Allelen. Die Wahrscheinlichkeit des Neuentstehens von Allelen ist aufgrund
unterschiedlicher Mutationsraten ebenfalls verschieden. Die Mutationsrate an
Mikrosatellitenloci variiert stark, unter anderem abhangig von der Art des
Wiederholungsmotivs (Schiétterer und Tautz 1992). Nukledre Mikrosatelliten und
mitochondriale Sequenzen bilden also die Populationsstruktur moglicherweise auf
unterschiedlichen Zeitskalen ab was einen direkten Vergleich erschwert.

Der Vergleich von Mannchen und Weibchen innerhalb von Populationen mit
Mikrosatellitenmarkern mit dem Assignment-Index und dem Relatedness-Index bildet
das aktuell herrschende Ausbreitungsverhalten ab. So kdnnen male-biased dispersal
und female-biased dispersal nachgewiesen werden. Wird die Migration zwischen
Populationen durch Barrieren vollstandig unterbrochen, kann bereits nach einer
Generation kein sex-biased dispersal mehr nachgewiesen werden. Diese Situation ist
ohne zusatzliche Analysen nicht von einem zwischen den Geschlechtern
ausgewogenen Abwanderungsverhalten zu unterscheiden. Die bei diesem Ansatz
verwendeten Tests werden auch nachhaltig geschwacht, wenn Individuen vor der
Lebensphase der Abwanderung eingeschlossen werden, was z.B. bei C. medius
schwer zu vermeiden ist (s. u.).

Bisherige Literaturlage tber die untersuchten Arten

Bisherige Arbeiten zur soziogenetischen Struktur von C. medius und M. murinus
wurden innerhalb einzelner, intensiv untersuchter Populationen von C. medius (Fietz
et al. 2000) und M. murinus (Wimmer et al. 2002) im Kirindy-Wald, Morondava, West
Madagaskar und von M. murinus in Ampijoroa, sudlich von Mahajanga, Nordwest-
Madagaskar (Radespiel et al. 2001b, Radespiel et al. 2003) durchgefihrt. Fredsted
et al. (2004) erweiterten die Arbeit von Wimmer et al. (2002) Gber M. murinus auf
eine Untersuchungsflache von 12.3 km? kontinuierlichen Trockenwaldes.

C. medius lebt in kleinen Familiengruppen, die aus den Eltern und den Nachkommen
aus dem aktuellen Jahr und dem Vorjahr bestehen (Miller 1998, Muller 1999, Fietz
1999a, Fietz 1999b). Fietz et al. (2000) beobachteten eine hohe Rate von 44 % der
Jungtiere, die nicht von ihren sozialen Vatern gezeugt worden waren. Der Fs-Wert
fur Mannchen war dabei positiv, der fur Weibchen negativ. Als eine von mehreren
Erklarungsmoglichkeiten fur diese Befunde diskutieren Fietz et al. (2000) female-
biased dispersal und mannliche Philopatrie. Dies kdnnte erklaren, warum Mannchen
in die Aufzucht von Jungen investieren, die nicht von ihnen abstammen: Fietz et al.
(2000) beobachteten mehrere Falle wo Mannchen aus benachbarten Territiorien die
Vater von Jungtieren waren. Bei der Aufzucht der Jungen wurden soziale Vater
demnach immerhin in die Nachkommen ihrer Verwandten investieren, wenn
mannliche Philopatrie herrscht (Fietz et al. 2000).

M. murinus lebt solitdr und territorial, wobei sich die Territorien je mehrerer

Mannchen und Weibchen Uberschneiden. Mannchen schlafen tagstber allein oder in
Zweiergruppen, wahrend Weibchen stabile Schlafgemeinschaften bis zu vier
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Individuen bilden (Martin 1973, Radespiel et al. 1998, Schmid 1998, Eberle und
Kappeler 2002).

Wimmer et al. (2002) beobachteten eine unregelmalige Verteilung mitochondrialer
Haplotypen auf M. murinus Individuen im Kirindy-Wald. Dabei wiesen 80 % der
Individuen, die meisten davon Weibchen und Jungtiere, einen gemeinsamen
Haplotyp auf, wahrend seltene Haplotypen fast ausschliel3lich bei einzelnen adulten
Mannchen auftraten. Mikrosatelliten-Daten zeigten dabei eine Uberdurchschnittlich
enge Verwandtschaft unter Weibchen mit Uberlappenden Territorien und keine
Anzeichen von Inzucht, was auf weibliche Philopatrie und male-biased dispersal
hindeutet (Wimmer et al. 2002). Radespiel et al. (2001b) beobachteten bei
M. murinus in Ampijoroa mit Hilfe von Mikrosatellitenmarkern genetisch eng
miteinander verwandte Weibchen innerhalb von Schlafgruppen und geringere
raumliche Abstande in Dyaden genetisch eng verwandter Weibchen als in
gemischtgeschlechtlichen oder rein mannlichen Dyaden. Mit Hilfe von Fang-
Wiederfang-Daten aus derselben Population konnten Radespiel et al. (2003) zeigen,
dass Mannchen weiter und haufiger als Weibchen vor der Reproduktion abwandern.
In ihrer groRraumigeren Untersuchung im Kirindy-Wald beobachteten Fredsted et al.
(2004) eine uberwiegend raumlich geklumpte Verteilung von M. murinus-Individuen.
Wie bereits von Wimmer et al. (2002) beschrieben, traten mehrere mitochondriale
Haplotypen nur bei Mannchen auf, was fur mannliche Einwanderung in die
Population spricht. Tagliche und maximale zurlckgelegte Distanzen waren bei
Mannchen signifikant groRer als bei Weibchen. Beides spricht fir male-biased
dispersal (Fredsted et al. 2004). Im Gegensatz zu Mannchen zeigten Weibchen mit
gleichem Haplotyp eine Tendenz zu raumlicher Aggregation was fur weibliche
Philopatrie spricht (Fredsted et al. 2004). Allerdings traten innerhalb raumlicher
Aggregate von Weibchen teilweise genetisch sehr distante Haplotypen gemischt auf.
Offensichtlich ist es in der von Fredsted et al. (2004) untersuchten Population auf der
untersuchten geographischen Skala trotz weiblicher Philopatrie und male-biased
dispersal nicht zum Prozess des mitochondrialen lineage-sorting gekommen.

Bei M. rufus im Ranomafana-Nationalpark in Ostmadagaskar beobachtete Atsalis
(2000) in einer Fang-Wiederfang-Untersuchung uber 16 Monate, dass der Anteil der
Weibchen die in den ersten und letzten vier Monaten der Untersuchung gefangen
wurden, mit 29,9 % wesentlich groRer war als der der Mannchen mit 9,7 %.
Individuen, die wahrend der Untersuchung neu in der Population auftauchten, waren
Uberwiegend Mannchen. Atsalis (2000) diskutiert male-biased dispersal als Erklarung
fur diese Ergebnisse. Genetische Daten uber das geschlechtsspezifische
Ausbreitungsverhalten von M. rufus liegen bisher nicht vor.

Diskussion der Ergebnisse

Geographische Cluster mitochondrialer Haplotypen

M. murinus und M. rufus

Bei M. murinus und M. rufus wurden jeweils mehrere statistisch gut unterstitzte
intraspezifische clades beobachtet. Diese clades tauchten in Baumrekonstruktionen
mit verschiedenen Aullengruppen (Abb. 10, S. 62 und Abb. 11, S. 63) in identischer
Zusammensetzung auf.
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M. murinus

Die bei M. murinus auftretenden Clades D und E sind raumlich strikt getrennt auf die
Gebiete Petriky und Mandena verteilt (Abb. 14, S.66). Ein einzelner Haplotyp
(Haplotyp t, Abb. 10, S. 62, Abb. 11, S. 63), der von beiden clades D und E genetisch
distant ist, wurde nur bei zwei M. murinus-Individuen im Galeriewald in Berenty (Be,
Abb. 13, S.65), der geographisch klar von Petriky und Mandena separiert ist,
beobachtet. Dass hier nur ein isolierter Haplotyp aber kein geographisch begrenzter
clade beobachtet wurde kann mit der kleinen Stichprobe (n=2) von M. murinus an
diesem Standort erklart werden. Ein Haplotyp des clades D wurde auch westlich von
Petriky bei dem Hybrid-Indivdiuum aus M. griseorufus und M. murinus beobachtet.
Das offensichtlich vorkommende interspezifische Migrationsverhalten dieser beiden
Arten kann im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht werden, da
nur ein Hybrid-Individuum beobachtet wurde und bisher unklar ist, wo die von
Ankilivalo (Ank, Abb. 13, S. 65) nachstgelegenen M. griseorufus- und M. murinus-
Populationen vorkommen. Auf der intraspezifischen Ebene belegt die geographische
Verteilung der clades D und E klar die Prasenz des mitochondrialen lineage-sorting.
Das kann als Hinweis auf weibliche Philopatrie interpretiert werden. Auf einer
feineren geographischen Skala wird deutlich, dass in allen beprobten
Waldfragmenten der Region Mandena ein Haplotyp vorkommt (Haplotyp b, Abb. 15,
S.67). Weitere Haplotypen kommen nur in einzelnen Fragmenten vor. Alle
vorkommenden Haplotypen in Mandena wie auch in Petriky sind eng miteinander
verwandt (Abb. 10, S. 62, Abb. 11, S. 63). Die clades D und E sind untereinander
aber deutlich verschieden. Anders als im kontinuierlichen Kirindy-Wald in West-
Madagaskar (Fredsted et al. 2004) treten in den fragmentierten Kistenwaldern der
Region Fort Dauphin an je einem Ort bei M. murinus nur untereinander sehr ahnliche
Haplotypen auf. Die beobachtete Variabilitat ist mit nur zehn Haplotypen bei 259
typisierten Individuen wesentlich geringer als im Kirindy-Wald mit 22 Haplotypen bei
205 typisierten Individuen (Fredsted et al. 2004). Letzte Klarheit Uber den Prozess
des mitochondrialen lineage sortings und die geographische Aggregation verwandter
Haplotypen bei M. murinus konnte in der Region Fort Dauphin erst auf einer
geographischen Skala von Uber 20 km gewonnen werden, die den Einschluss der
beiden Regionen Petriky und Mandena erlaubte.

Eine zur weiblichen Philopatrie alternative Erklarung fir die geographische
Aggregation verwandter Haplotypen im Raum Fort Dauphin konnte eine lang
bestehende vollstandige Isolation der Populationen in Mandena, Petriky und Berenty
sein. Auch das Auftreten eines Haplotyps in allen Waldfragmenten von Mandena
konnte als Hinweis gegen weibliche Philopatrie interpretiert werden. Andere
Erklarungsmaglichkeiten werden unter dem Aspekt der Fragmentation (S. 167 ff.)
diskutiert. Eine Entscheidung zwischen den Alternativen ist nur mit weiteren Tests
moglich, die weiter unten diskutiert werden.

M. rufus

Bei M. rufus bietet die geographische Verteilung der drei beobachteten clades B, C
und D zunachst ein verwirrendes Bild, da alle clades an einem Ort (Manantantely, Mt,
Abb. 14, S. 66) beobachtet wurden. An einem weiteren Ort, Andohavondro (An, Abb.
14, S. 66) wurden in nur funf dort beprobten Individuen Haplotypen aus den beiden
clades B und C beobachtet. Diese Befunde konnten isoliert betrachtet als Hinweis
gegen weibliche Philopatrie interpretiert werden. Eine alternative Erklarung ware,
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dass im kontinuierlichen Waldhabitat der Anosy- und Vohimena-Kette, das die
Standorte An, Mt und Fa (Abb. 14, S. 66) einschlief3t, eine so grolde, kontinuierliche
Population von M. rufus existiert, dass es auch bei weiblicher Philopatrie nicht Uberall
zu einem lokalen Aussterben von Matrilinien kommt. Selbst unter der Annahme einer
geklumpten Verteilung von M. rufus in diesem Habitat, wahren mdglicherweise
existierende Aggregationen oder Nuclei (Martin 1973) durch kontinuierliches
Waldhabitat vernetzt. Das wiurde eine langfristige Verbindung der Nuclei durch
dazwischen lebende Individuen in geringerer Dichte, wie sie von Fredsted et al.
(2004) bei M. murinus im Kirindy-Wald beobachtet wurden, ermdglichen.

An allen Ubrigen Standorten dagegen, namlich in den Kustenwaldfragmenten von Ste
Luce (S7, S8, S9, S17) in Farafara (Fa) und im Lavasoa-Gebirge (Am) (Abb. 14,
S 66) wurden jeweils nur Haplotypen eines clades beobachtet. Dabei traten im
Lavasoa-Gebirge nur Haplotypen des clades C auf, an den Ubrigen Standorten nur
Haplotypen des clades B. Unter dem Einfluss der Landschaftsstruktur ist es in den
fragmentierten Habitaten der Region Fort Dauphin offensichtlich zu mitochondrialem
lineage-sorting gekommen. Gegen einen ausschlielllichen Einfluss der
Landschaftsstruktur und fir weibliche Philopatrie spricht hierbei, dass auch in
Farafara (Fa, Abb. 14, S. 66) im kontinuierlichen Habitat nur Haplotypen des clades
B beobachtet wurden und dass der clade A nur an einem Ort, in Manantantely (Mt,
Abb. 14, S. 66) vorkommt.

Es ist anzunehmen dass die Kustenwald-Fragmente von Ste Luce und das Lavasoa-
Gebirge in der Vergangenheit mit dem Wald der Anosy- und Vohimena-Kette
vernetzt waren und dass sie von dort aus von M. rufus besiedelt wurden. In diesem
Zusammenhang muss bemerkt werden, dass weibliche Philopatrie Migration von
Weibchen nicht vollstandig ausschliel3t. Die Ausbreitung einer Tierart und die
Besiedlung von neuen Habitaten waren bei ausschliellicher Migration von Mannchen
nicht moglich. Vielmehr handelt es sich um ein starkes Ungleichgewicht der Migration
von Mannchen und Weibchen, wobei Weibchen seltener und weniger weit migrieren.
Eine mogliche Erklarung fur das ausschlieBliche Auftreten von Haplotypen des
clades B in Ste Luce kdnnte eine einmalige Besiedlung dieser Fragmente durch eine
kleine Grunderpopulation sein. Dagegen spricht, dass die in den Fragmenten S7 und
S17 auftretenden Haplotypen naher mit Haplotypen in der Vohimena-Kette in
Manantantely und Farafara (Mt und Fa) verwandt sind als mit den Haplotypen in den
Fragmenten S8 und S9 (Abb. 14, S. 66). Letztere bilden einen Subclade in den
Baumrekonstruktionen (B4, Abb. 10, S.62 und Abb. 11, S.63), der nur in den
Fragmenten S8 und S9 beobachtet wurde. Diese Befunde sprechen flir eine
getrennte Besiedlung der Fragmente S7 und S17 einerseits und S8 und S9
andererseits von unterschiedlichen Stellen der Vohimena-Kette aus.

Daruber hinaus wurde bei M. rufus nur ein Haplotyp beobachtet, der an mehreren
Orten auftrat: Der Haplotyp ah (Abb. 10, S. 62 und Abb. 11, S. 63) wurde in einem
Individuum in Manantantely und in zwei Individuen in Farafara (Mt und Fa, Abb. 14,
S. 66) beobachtet. Auf der Ebene der Haplotypen sind also die Populationen von
M. rufus fast vollstdndig voneinander separiert, unabhangig davon ob sie in
Waldfragmenten oder im kontinuierlichen Waldhabitat vorkommen. Dieser Befund
unterstitzt stark eine sehr langsame Migration von Haplotypen, was fur weibliche
Philopatrie spricht.

Zusammenfassend lasst sich das bei M. rufus beobachtete Muster so erklaren, dass
von einer sehr groflen Quellpopulation aus Randhabitate im Lavasoa-Gebirge und in
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den Kustenwaldern von Ste Luce besiedelt wurden. Dabei hat der Prozess des
lineage-sorting dazu gefuhrt, dass zwei unterschiedliche mitochondriale clades in den
verschiedenen Randhabitaten persistieren. In der groRen Quellpopulation existieren
dagegen bis heute drei mitochondriale clades. Ob das beobachtete Muster allein auf
die Landschaftsstruktur oder auch auf weibliche Philopatrie zurtickgeflihrt werden
muss, kann erst mit weiteren Tests entschieden werden, die weiter unten diskutiert
werden.

M. griseorufus

Bei M. griseorufus wurden ebenfalls zwei intraspezifische clades beobachtet, die
beide an beiden beprobten Orten, Mahavelo und Berenty (Mv und Be, Abb. 14,
S. 66) beobachtet wurden. Dieses Muster kann im Rahmen der vorliegenden Arbeit
nicht erklart werden. Dazu musste die Stichprobengrof3e erheblich erweitert werden.

C. medius

Bei C. medius wurden in der Baumrekonstruktion mit C. major als Aul3engruppe
(Abb. 6, S. 56) zunachst zwei statistisch gut unterstitzte clades beobachtet. Einer
dieser clades wird von zwei Haplotypen gebildet, die bei Individuen aus dem Kirindy-
Wald, West-Madagaskar beobachtet wurden. Der zweite clade wird von allen
Haplotypen aus dem Raum Fort Dauphin gebildet. Innerhalb des zweiten clades
tauchen mehrere wenig distante aber statistisch gut unterstitzte subclades auf.
Diese bleiben in gleicher Zusammensetzung bestehen, wenn als AuRengruppe fur
alle Haplotypen aus dem Raum Fort Dauphin C. medius (Haplotyp a) aus dem
Kirindy-Wald verwendet wird (Abb. 7, S. 57). Die von den Haplotypen aus dem Raum
Fort Dauphin gebildeten subclades sind nicht deutlich geographisch separiert (Abb.
12, S. 64). Zwei Haplotypen treten in den beiden benachbarten Waldfragmenten M15
und M16 (Tab. 13, S. 50) auf. Diese Waldfragmente weisen auch bei M. murinus
gemeinsame Haplotypen auf. Im Gegensatz zu M. rufus kommt bei C. medius auch
in den benachbarten Waldfragmenten S8 und S9 (Tab. 13, S. 50) ein gemeinsamer
Haplotyp vor.

C. medius wurde ausschlie3lich in Waldfragmenten in der Region Fort Dauphin
beobachtet. In den gleichen Waldfragmenten wurden bei M. murinus und M. rufus
klare geographische Separationen mitochondrialer clades beobachtet. Dabei sind die
untersuchten C. medius Populationen geographisch weiter verteilt als die beprobten
M. murinus- und M. rufus-Populationen in Waldfragmenten, da die Verbreitung von
C. medius Uber die Artgrenze zwischen den beiden Microcebus-Arten hinausgeht.
Trotzdem wurde eine wesentlich geringere geographische Strukturierung der
mitochondrialen Haplotypen beobachtet. Diese Ergebnisse kdnnten als Hinweis auf
female-biased dispersal interpretiert werden, wie sie auch von Fietz et al. (2000) far
C. medius im Kirindy-Wald erwogen wurde.

Eine alternative Erklarung konnte sein, dass die Region Fort Dauphin den
sudostlichen Rand des Verbreitungsgebietes von C. medius darstellt und vermutlich
von Sludwesten aus besiedelt wurde. Durch einen starken Grindereffekt kdnnte es
im Zuge der Besiedlung zu einer sehr starken Einengung der genetischen Variabilitat
gekommen sein. Um female-biased dispersal auszuschliellen musste man dabei
aber weiterhin annehmen, dass die Region Fort Dauphin von C. medius wesentlich
spater besiedelt worden ware als von M. murinus, flr den die Region ebenfalls den
sudostlichen Rand der Verbreitung darstellt. Durch eine jungere Besiedlung konnte
sich erklaren lassen, dass es in den einzelnen Waldfragmenten noch nicht zur
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Entstehung genetisch distanter clades wie bei M. murinus gekommen ist. Allein auf
der Basis der mitochondrialen Sequenzdaten kann zwischen diesen Alternativen
nicht entschieden werden.

AMOVA

Am deutlichsten sind die Ergebnisse der AMOVA fur M. murinus: Bei der
Varianzaufteilung innerhalb und zwischen Populationen wurden mit nuklearen
Mikrosatelliten und mitochondrialen Sequenzdaten exakt spiegelbildliche Muster
beobachtet (Abb. 49, S. 123). Die Ergebnisse ahneln stark denen, die von Melnick
und Hoelzer (1992) bei Rhesusaffen (Macaca mulatta) beobachtet wurden und
sprechen damit klar fur weibliche Philopatrie und male-biased dispersal bei
M. murinus.

Bei allen Arten (M. murinus, M. rufus und C. medius) zeigen die Mikrosatellitendaten
eine milde Strukturierung mit signifikant positiven, aber kleinen Fsr-Werten im
Bereich von 0,058 bis 0,102. Diese Befunde sprechen klar gegen eine absolute
Isolation der einzelnen Populationen und fir effektive Migration zwischen
Populationen. Die beobachtete geographische Verteilung mitochondrialer clades bei
M. murinus und M. rufus kann damit nicht mehr mit der starken Strukturierung der
Landschaft erklart werden. Weibliche Philopatrie muss einen erheblichen Beitrag bei
der Entstehung der beobachteten Muster geleistet haben.

Im Hinblick auf die sehr unterschiedlichen Muster in phylogenetischen
Rekonstruktionen der mitochondrialen Sequenzdaten und in der geographischen
Verteilung mitochondrialer Haplotypen bei M. rufus und C. medius ist interessant,
dass bei diesen Arten sehr ahnliche Partitionierungen der mitochondrialen Varianz
beobachtet wurden. Der grof3ere Teil der Varianz wird zwar, wie bei M. murinus
durch Unterschiede zwischen Orten erklart, aber der Kontrast ist wesentlich geringer
als bei M. murinus. Moglicherweise sind bei beiden Arten unterschiedliche Faktoren
fur dieses ahnliche Ergebnis verantwortlich. Bei M. rufus existieret an zwei Orten,
Andohavondro und Manantantely im Gegensatz zur Mehrzahl der Orte erhebliche
Varianz weil dort je mehrere mitochondriale clades auftreten. Bei C. medius sind die
beobachteten Haplotypen untereinander insgesamt weniger distant als bei den
anderen Arten.

Insbesondere fur C. medius bleibt damit immer noch offen, ob ein
geschlechtsspezifisch unausgewogenes Ausbreitungsverhalten herrscht und ob
gegebenenfalls Mannchen oder Weibchen philopatrisch sind.

Relatedness- und Assignment-Index

Beide Indizes weisen bei M. murinus und bei M. rufus auf weibliche Philopatrie und
male-biased dispersal hin. Bei M. rufus sind die Unterschiede fir Mannchen und
Weibchen mit beiden Indizes signifikant. Bei M. murinus wurden dagegen keine
signifikanten Unterschiede beobachtet, wenn die Population Petriky einbezogen
wurde. Das lasst sich mit der im Vergleich zu den Waldfragmenten von Mandena
isolierten Lage dieses Waldes erklaren. Moglicherweise ist hier aktuell kein
ausreichender Individuenaustausch mit benachbarten Populationen mehr maoglich.
Werden nur die Waldfragmente von Mandena betrachtet, werden mit dem
Assignment-Index Weibchen signifikant starker ihren jeweiligen Populationen
zugeordnet als Mannchen. Die Werte des Relatedness-Index weisen in die gleiche
Richtung; die Unterschiede zwischen Mannchen und Weibchen sind hier aber nicht
signifikant.

Bei C. medius zeigen beide Indizes ein umgekehrtes Bild wie bei den beiden
Microcebus-Arten, das fur mannliche Philopatrie und female-biased dispersal spricht.
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Signifikante Unterschiede zwischen Mannchen und Weibchen wurden hier in den
reduzierten Datensatzen beobachtet, bei denen versucht wurde, potentielle Jahrlinge
auszuschliefen. Die Familienstruktur von C. medius stellt eine erhebliche
Schwierigkeit insbesondere fur rein Mikrosatellitenallel-basierende Tests dar. Noch
nicht reproduzierende Individuen sind mit den vorliegenden Daten sicher nicht in
jedem Fall als solche zu erkennen - dazu waren intensive, lang andauernde
Beobachtungen, die Beprobung kompletter Familiengruppen und wiederholtes
Fangen der Tiere an einem Ort notwendig. Darlber hinaus ist es bisher nicht
bekannt, wie lange Jungtiere in der Region Fort Dauphin unter den dort
herrschenden regionalspezifischen 0Okologischen Bedingungen bei ihren Eltern
verbleiben. Der durchgefihrte Ausschluss potentieller Jahrlinge stellt also allenfalls
eine Annaherung an die Realitat dar. Eine weitere Schwierigkeit stellen die von Fietz
et al. (2000) beobachteten ,Streuner” bzw. englisch ,floater dar: Es handelt sich um
einzelne, umherwandernde Mannchen, die aber offenbar reproduktiv nicht erfolgreich
sind. Dabei ist unbekannt, wie weit solche Mannchen migrieren (Fietz et al. 2000).
Einzelne solcher Individuen kdnnten auch in der vorliegenden Arbeit mit beprobt
worden sein und die Indizes in Richtung mannlicher Ausbreitung verschieben.

Die nach der Entfernung potentieller Jungtiere beobachteten signifikanten
Unterschiede des Relatedness-Index zwischen Mannchen und Weibchen wurden im
Datensatz aller beprobten Populationen wie auch in zwei Teilstichproben in ahnlicher
Grollenordnung beobachtet. Es handelt sich demnach offenbar um ein
durchgangiges Muster in allen beprobten Populationen. Dabei ist wichtig zu
bemerken, dass, anders als bei M. murinus, drei Gruppen mit jeweils zwei oder drei
benachbarten Waldfragmenten beprobt wurden.

Bei den einzelnen Datensatzen fur die verschieden Arten und Teilstichproben wurden
zum Teil nur mit einem der verwendeten Indizes Signifikanzen beobachtet. Dieser
Aspekt wird hier kurz diskutiert:

Goudet et al. (2002) haben in umfangreichen Simulationen die statistische Power
Mikrosatelliten-basierender Tests auf sex-biased dispersal untersucht. Diese hangt
nach Goudet et al. (2002) von der Vollstandigkeit bzw. Grélke der Stichprobe, von der
Anzahl der Loci, von der Starke des Ungleichgewichts in der Abwanderung zwischen
den Geschlechtern und von der Rate der abwandernden Individuen ab. Die
unterschiedlichen Indizes zeigen dabei fur einzelne dieser Faktoren je
unterschiedliche Sensitivitdt. Damit wird deutlich dass es keinen Widerspruch
darstellt, wenn fur M. murinus und C. medius jeweils nur mit einem der zwei
verwendeten Indizes signifikante Unterschiede beobachtet wurden.

Eine Grundannahme der Tests sind auch nichtiberlappende Generationen. Diese
Grundannahme wird bei allen untersuchten Arten verletzt. Dadurch wird die
Entdeckung von sex-biased dispersal vor allem in dem Malde erschwert, in dem in
einer Stichprobe eingewanderte Individuen des migrierenden Geschlechts und deren
adulte Nachkommen des anderen, philopatrischen Geschlechts auftauchen. Dadurch
wird z. B. der allgemeine, vom Geschlecht unabhangige Verwandtschaftsgrad im
Sinne des Tests Uberschatzt, was die Unterschiede zwischen den Geschlechtern
weniger deutlich erscheinen lafit.

Die Starke des Ungleichgewichts zwischen den Geschlechtern ist bei allen
untersuchten Arten mit Sicherheit hoch: Goudet et al. (2002) stellten fest, dass bei
einem schwacheren Ungleichgewicht als 80:20 mit den untersuchten Indizes sex-
biased dispersal kaum mehr zu nachzuweisen ist.
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Schlussfolgerungen

Bei gemeinsamer Betrachtung der drei Ansatze sprechen die Ergebnisse bei
M. murinus und M. rufus klar fur weibliche Philopatrie und male-biased dispersal. Die
beiden Arten unterscheiden sich dabei vor allem durch die Habitate, in denen sie
vorkommen. M. murinus wurde ausschlieBlich in stark strukturierten bzw.
fragmentierten Habitaten untersucht. Es existiert eine klare Struktur auf
mitochondrialer Ebene. Die AMOVA zeigt, dass diese Struktur nicht allein auf der
Landschaftsstruktur beruht. Signifikante Unterschiede des mean Assignment Index
fur Mannchen und Weibchen zeigen in die gleiche Richtung.

M. rufus wurde zum Teil im kontinuierlichen Habitat der Vohimena- und Anosy-Kette,
zum Teil in fragmentierten Habitaten untersucht. In dem kontinuierlichen Habitat
kommt es dabei offensichtlich aufgrund seiner Gro3e nicht zu einer vollstandigen
geographischen Strukturierung auf mitochondrialer Ebene. In den von dort aus
besiedelten Fragmenten zeigt sich aber eine klare Strukturierung. Insbesondere der
Relatedness- und der Assignment-Index bestatigen, dass diese Strukturierung auf
weibliche Philopatrie und male-biased dispersal und nicht allein auf die
Landschaftsstruktur zurickzufuhren ist.

Bei C. medius zeigt sich auf mitochondrialer Ebene ein kontrastierendes Bild zu den
beiden Microcebus-Arten. Obwohl diese Art ausschlieBlich in fragmentierten
Habitaten untersucht wurde, ist keine geographische Strukturierung auf
mitochondrialer Ebene zu beobachten. Die soziale Struktur dieser Art macht es
besonders schwierig, mit den verwendeten Mikrosatelliten-basierenden Tests sex-
biased dispersal nachzuweisen. Die Werte flr die verwendeten Indizes weisen aber,
wie auch die fehlende Strukturierung auf mitochondrialer Ebene auf mannliche
Philopatrie und female-biased dispersal hin. Die Zusammenschau dieser Ergebnisse,
vor allem auch im Kontrast zu den an den gleichen Orten vorkommenden
Microcebus-Arten spricht damit deutlich fur mannliche Philopatrie und femal-biased
dispersal bei C. medius. Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass es sich bei
C. medius um eine monogam lebende Art handelt. Fir monogame Arten sagt die
.resource competition hypothesis® (Greenwood 1980) mannliche Philopatrie und
female-biased dispersal vorher. Es sind aber bisher nur wenige Saugerarten
bekannt, die diesem Muster entsprechen, wie z. B. Lycaon pictus (Frame und Frame
1976), Peromyscus californicus (Ribble 1992) und Crocidura russula (Favre et al.
1997).

Beziehungen zwischen geographischen und genetischen Strukturen: Effekte
der Waldfragmentation

Einfuhrung

In diesem Abschnitt werden Beziehungen zwischen geographischen Strukturen und
genetischen Populationsstrukturen diskutiert. Die Landschaft der Region Fort
Dauphin ist stark strukturiert. Einerseits bestehen starke okologische Gradienten
aufgrund der Niederschlagsverteilung, des Reliefs und unterschiedlicher Bdden.
Andererseits besteht ein Teil der Waldflache der Region aus kleinen
Waldfragmenten, denen ein grofRRer kontinuierlicher Wald in den Anosy- und
Vohimena-Bergketten benachbart ist. Die Unterschiedlichkeit der vorhandenen
Habitate spiegelt sich stark in den Verbreitungsgebieten der in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Arten wider. Diese Faktoren fuhren also bereits zu einer
Differenzierung auf interspezifischer Ebene. Bei den drei Arten C. medius,
M. murinus und M. rufus wurde eine Stichprobengrofle an Individuen und
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geographischen Standorten untersucht, die eine intraspezifische,
populationsgenetisch-geographische  Analyse ermoglicht. Entsprechend der
Verbreitungsgebiete dieser Arten in der Region wurden dabei die beiden Arten
C. medius und M. murinus ausschlieBlich in Waldfragmenten beprobt, wahrend bei
M. murinus Standorte im kontinuierlichen Wald und Waldfragmente beprobt wurden.

Als zentrale Fragestellung wurde hier deshalb untersucht, ob es intraspezifische
populationsgenetische Muster gibt, die sich mit der Strukturierung des Waldes in
Fragmente in Beziehung setzen lassen. Bei M. rufus konnten dabei Populationen im
kontinuierlichen Wald mit Populationen in Waldfragmenten verglichen werden. Bei
M. murinus wurde anhand der Kistenwalder von Petriky und Mandena ein grof3es
Waldfragment mit mehreren eng benachbarten kleinen verglichen. Die Verbreitung
von C. medius ermoglichte eine gegentber den anderen beiden Arten geographisch
breitere und gleichmaliger verteilte Probennahme in benachbarten und entfernteren
Waldfragmenten.

Unter Fragmentation wird der Prozess der Zerteilung groRer zusammenhangender
Habitate in Fragmente verstanden (Wilcove und May 1986, Lovejoy et al. 1986).
Dabei muss bedacht werden, dass die Waldfragmente in der Region Fort Dauphin
zum Teil durch natirliche Barrieren wie Gewasser und Feuchtgebiete voneinander
getrennt sind. Zum anderen Teil ist eine anthropogene Fragmentation friher groRerer
und madglicherweise starker vernetzter Waldflachen die naheliegendste Erklarung fur
die heutige Landschaftstruktur.

Habitatfragmentation kann, abhangig vom Grad der Vernetzung durch Migration, zu
einer genetischen Differenzierung zwischen geographisch getrennten Populationen
fuhren. Bei starker Isolation geographisch begrenzter Populationen kann es, z. B.
durch fluktuierende PopulationsgroRen, zu genetischer Drift und damit zu einem
Verlust genetischer Variabilitat kommen. Durch den Verlust von genetischer
Variabilitdt kann die Anpassungsfahigkeit an wechselnde Umweltbedingungen
eingeschrankt und damit das Aussterberisiko erhéht werden (Beardmore 1983).
Habitatfragmentation wird zu den Hauptursachen des Aussterbens von Arten gezahlt
(Wilcox und Murphy 1985, Dobson 1996, S. 33-57). Im Extremfall konnen in kleinen
isolierten Populationen Inzuchteffekte auftreten, was z.B. zu einem signifikanten
Heterozygotendefizit fiuhren wirde. Diesem Aspekt wird in der Naturschutzbiologie
aufgrund der Gefahr der Inzuchtdepression eine grof3e Aufmerksamkeit zuteil (z. B.
Primack 1995, S. 320-322). Dabei kommt es zu verminderter Reproduktion und
schwacheren oder sterilen Nachkommen, was durch die vermehrte Expression
nachteiliger Allele erklart wird (z.B. Selander 1983, Charlesworth und Charlesworth
1987). Frankham (1994) zeigte allerdings, dass Inzuchteffekte mdglicherweise ein
wenig geeigneter Indikator fir die Uberwachung der Uberlebensfahigkeit von
Populationen darstellen, da das Austerberisiko bereits erheblich erhoht sein kann,
wenn Inzuchteffekte nachgewiesen werden kénnen.

In genetischen Untersuchungen von fragmentierten Populationen von z.B.
Leontopithecus rosalia im brasilianischen Kistenregenwald (Grativol et al. 2001), von
verschiedenen Kleinsdugern in Waldfragmenten in Thailand (Srikwan und Woodruff
2000) und von Moskitos auf den Hawaii-Inseln (Fonseca et al. 2000) wurde
beobachtet, dass die Variabilitat vorhandener Mikrosatellitenallele schneller
abgenommen hatte als die Heterozygotierate. Dieses Muster ist auch theoretisch zu
erwarten, da genetische Drift zunachst vor allem zu einem starken Verlust seltener
Allele fuhrt, die wenig zur Heterozygotierate beitragen (Maruyama und Fuerst 1985).
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Damit konnte die Variabilitat an Mikrosatelliten-Allelelen ein hoch sensitiver
Parameter sein, der es erlaubt, Fragmentationseffekte nachzuweisen, bevor der
extreme Zustand eines signifikanten Heterozygotendefizits erreicht wird und damit
bereits eine erhebliche Aussterbegefahr besteht.

Da das moglicherweise vorhandene Ausmald an Fragmentationseffekten unbekannt
war wurde mit mehreren Ansatzen nach Fragmentationseffekten bei C. medius,
M. murinus und M. rufus gesucht:

Mit Hilfe der F-Statistik wurde der Grad der genetischen Strukturierung getestet.

Die Differenzierung von Subpopulationen wurde mit paarweisen
Differenzierungstests und paarweisen genetischen Distanzen untersucht. Als
quantitatives Mal} fur Waldfragmentierung wurde dabei die kirzeste waldfreie
Strecke zwischen Waldfragmenten mit genetischen Distanzen korreliert. In
Hauptkoordinatenanalysen wurden die Ahnlichkeiten zwischen den Populationen
visualisiert um eventuell vorhandene Gruppen und Aul3enseiter auszumachen.

Die Variabilitat an Mikrosatelliten-Allelen wurde mit mehreren Ansatzen fur einzelne
Subpopulationen beschrieben.

Aus der geographischen  Situation lassen sich  Hypothesen  Uber
Fragmentationseffekte ableiten, die im Folgenden dargestellt und in Tab. 72
zusammengefasst sind. An bestimmten beprobten Standorten sind gegebenenfalls
starkere Fragmentationseffekte zu erwarten, als an anderen:

M. rufus

Bei M. rufus sind Fragmentationseffekte nur bei den Standorten Am, S8, S9 und S17
zu erwarten. Eine Kontrollmoglichkeit bieten die Standorte An, Mt und Fa, wo keine
Fragmentationseffekte zu erwarten sind (Hypothese 1, Tab. 72). An den Standorten
Am und S17 sind starkere Fragmentationseffekte zu erwarten als an den Standorten
S8 und S9 (Hypothese 2, Tab. 72). Der Wald S17 st in einer Art
,>ackgassenposition“ an drei Seiten von Gewassern umgeben und hat nur nach
Slden eine Waldanbindung. Der Wald am Standort Am ist vermutlich seit
Jahrhunderten von der nahegelegenen Anosy-Bergkette isoliert (Grandidier 1892).
Im nahe gelegenen Kistenwald von Petriky kommt M. rufus nicht vor. In der stdlich
an das Lavasoa-Gebirge angrenzenden, trockenen Vegetationszone, wo am
Standort Ank ein Hybrid aus M. murinus und M. griseorufus beobachtet wurde ist ein
Vorkommen kaum zu erwarten. Die Standorte S8 und S9 dagegen bilden mit
weiteren Waldfragmenten wie z.B. S7 eine Gruppe eng benachbarter
Waldfragmente.
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M. murinus

Bei M. murinus sind in der Region Mandena mit vielen kleinen Waldfragmenten
starkere Fragmentationseffekte zu erwarten als in dem relativ grolen Kistenwald
von Petriky (Hypothese 3, Tab. 72). Innerhalb der Region Mandena sind die
starksten Effekte an dem abseits gelegenen Standort M1 zu erwarten (Hypothese 4,
Tab. 72). Dieser grenzt im Norden an die Mundung einer Seenkette auf deren
Nordseite M. murinus nicht vorkommt. In Richtung der Gbrigen Waldfragmente ist auf
der topographischen Karte (F.T.M. 1990) eine Kette sehr kleiner, untereinander
distanter Waldreste zu erkennen, die moglicherweise den Rest einer friheren
Waldverbindung nach Mandena darstellen. Die Ubrigen Waldfragmente von Mandena
haben eine hufeisenférmige, nach oben offene Anordnung. Diese Kette von
Waldfragmenten wurde erst 1999 mit dem Abbrennen des Waldfragments M3 (Abb.
3) unterbrochen. Die westlich gelegenen Fragmente M13, M15, M16 und M20 sind
dabei durch Feuchtgebiete mit lockerem Baumbestand moglicherweise starker
untereinander vernetzt als die 6stlichen Fragmente M4, M5, M6 und M7, zwischen
denen anthropogene Heidevegetation (Philippia sp.) vorherrscht. In den Ostlichen
Fragmenten konnten daher starkere Fragmentationseffekte zu erwarten sein
(Hypothese 5, Tab. 72). Unter der Hypothese, dass Migration zwischen den
Fragmenten entsprechend der kurzesten waldfreien Verbindung entlang der
Waldkette aber nicht in West-Ost-Richtung z.B. direkt von M15 nach M6 stattfindet,
sollten die Fragmentationseffekte innerhalb der ostlichen Fragmente von Stiden nach
Norden zunehmen und in M7 am starksten sein (Hypothese 6, Tab. 72).

C. medius

Das Verbreitungsgebiet von C. medius reicht innerhalb der Serie der untersuchten
Waldfragmente zweimal Uber Verbreitungsgrenzen zwischen M. rufus und
M. murinus hinaus. Auf zuerst 1957 publizierten topographischen Karten (F.T.M.
1979, F.T.M. 1990), die laut Legende auf den Luftbildern der Erstausgabe beruhen,
ist zwischen den Standorten Am und Pe eine nur durch eine kleine Stralle
unterbrochene Waldverbindung erkennbar, die nach eigenen Beobachtungen
allerdings heute nicht mehr besteht. Wahrend M. rufus am Standort Am in einer stark
isolierten Lage vorkommt, ist fur C. medius am Standort Am also mdglicherweise
kein starkerer Fragmentationseffekt als an anderen Standorten zu erwarten
(Hypothese 7, Tab. 72). Dartber hinaus ermoéglicht C. medius einen Vergleich von
Waldfragmenten von Mandena, wo auch M. murinus vorkommt mit Waldfragmenten
in Ste Luce wo M. rufus vorkommt. Eine Besonderheit stellt der Standort S1 dar: Dort
wurde trotz intensiven Falleneinsatzes weder M. murinus noch M. rufus gefangen,
aber eine hohe Individuendichte an C. medius beobachtet. Dieser Standort ist damit
der einzige untersuchte Wald der Region, wo Microcebus nicht vorkommt. Das
Landschaftsrelief und der Verlauf der Seenkette, die zwischen M1 und S1 ins Meer
mundet, konnten zu der Hypothese flhren, dass mdglicherweise in der
Vergangenheit eine Mindung ins Meer nordlich von S1 existierte. Damit ware S1
zeitweise nach Norden isoliert gewesen, was das Fehlen von M. rufus erklaren
konnte. Moglicherweise bestand in dieser Zeit eine Verbindung nach Suden.
Insgesamt stellt sich die Frage, wie die Kustenwalder von Ste Luce durch C. medius
besiedelt wurden. Entlang des Fules der Vohimena-Bergkette, wo keine
Gewasserbarrieren bestehen, kdnnte eine durchgehende Waldzone existiert haben,
in der C. medius vorkam. Die Alternative ware eine Verbindung entlang der Kiste in
den Kustenwaldern. Hier konnte durch eine Verlagerung der Mundung der Seenkette
nordlich M1 ein Vordringen nach Norden moglich geworden sein. Bei C. medius
wurden drei Gruppen von je nahe beieinander liegenden Waldfragmenten beprobt:
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Am und Pe, M15 und M16 und S8 und S9 wobei S1 zwischen den letzten beiden
Gruppen liegt. Unter der Annahme eines vorhandenen Fragmentationseffektes sollte
sich diese Gruppenstruktur in den durchgefihrten Tests widerspiegeln, z.B. in der
Hauptkoordinatenanalyse oder in paarweisen Tests auf Populationsdifferenzierung.
Es ergeben sich drei Alternativhypothesen (Hypothesen 8-10, Tab. 72): S1 ahnelt
mehr M15 und M16 als S8 und S9, S1 ahnelt mehr S8 und S9 als M15 und M16 oder
S1 ist von beiden Gruppen distant. Dabei wirde vor allem die erste Alternative fur
eine Besiedlung der Walder von Ste Luce entlang der Kuste sprechen.

Tab. 72 Hypothesen liber Fragmentationseffekte und den Einfluss der Landschaftsstruktur auf
die Populationsstruktur

Nr Art Hypothese

1 M. rufus Am, S8, S9, S17 > An, Mt, Fa

2 M. rufus Am, S17 > S8, S9

3 M. murinus M1, M4, M5, M6, M7, M13, M15, M16, M20 > Pe
4 M. murinus M1 > M4, M5, M6, M7, M13, M15, M16, M20
5 M. murinus M4, M5, M6, M7 > M13, M14, M15, M16, M20
6 M. murinus M7 > M6 > M5 > M4 > M13, M15, M16, M20
7 C. medius Am = Pe, M15, M16, S1, S8, S9

8 C. medius Am-Pe, M15-M16-S1, S8-S9

9 C medius Am-Pe, M15-M16, S1-S8-S9

10 C. medius Am-Pe, M15-M16, S1, S8-S9

Bedeutung der Symbole: Am > S8, S9: grolRerer Fragmentationseffekt in Am als in S8 und S9; Am =
Pe, M15: Fragmentationseffekt gleich in Am wie in Pe und M15, M15-M16, S1, S8-S9: Die Fragmente
M15 und M16 sowie S8 und S9 bilden je Zweiergruppen, S1 steht alleine.

F-Statistik

Die beobachteten Schatzwerte fur Fst (Weir und Cockerham 1984) zeigen fur alle
Arten global betrachtet eine milde Strukturierung in Subpopulationen an (Tab. 24,
S. 75, Tab. 25, S. 76). Die globalen Tests auf Populationsdifferenzierung bestatigen
dabei aber fur alle Arten eine Strukturierung in Subpopulationen (Tab. 37, S. 80, Tab.
38, S. 81, Tab. 39, S. 81). In keiner der untersuchten Populationen von M. murinus,
M. rufus und C. medius wurde ein signifikantes Heterozygotendefizit beobachtet.
Diese Ergebnisse konnten so interpretiert werden, dass die Populationen der drei
Arten im Untersuchungsgebiet in geringem Male strukturiert sind. Zwischen den an
den einzelnen Standorten beprobten Subpopulationen misste dann in einem solchen
Ausmal} Migration stattfinden, dass es bis jetzt nicht zu einer starken Differenzierung
gekommen ist. Insbesondere sind keine Anzeichen von Inzucht erkennbar, weder auf
der Ebene der Subpopulationen mit dem Fst-Wert noch auf der Ebene der Individuen
in den Subpopulationen mit dem Fs-basierenden Test auf Heterozygotendefizit.
Betrachtet man die geographischen Distanzen zwischen den beprobten
Subpopulationen und die deutliche Fragmentierung der Kistenwaldhabitate, sind
diese Ergebnisse erstaunlich. Hierbei muss allerdings das der F-Statistik zugrunde
liegende Inselmodell (Wright 1940, Wright 1951) beachtet werden. Die
geographische Anordnung der beprobten Subpopulationen legt eine starke
Abweichung vom Inselmodell nahe. Migration zwischen Subpopulationen erscheint
sehr viel wahrscheinlicher zwischen benachbarten Populationen als z.B. zwischen
Waldfragmenten wie Amboavola (Am) und S17. Dazu kommt die Heterogenitat der
beprobten Landschaftsteile: bei M. rufus z. B. sind einige Standorte durch
kontinuierliches Habitat miteinander verbunden, andere liegen in Waldfragmenten.
Die globalen Ergebnisse der F-Statistik sollten deshalb nicht so interpretiert werden,
dass es keinen oder kaum Einfluss der geographischen Situation auf die
Populationsstruktur gibt. Globale Indizes sind bei der gegebenen Situation schwer zu
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interpretieren. Insbesondere ware es wenig hilfreich auf dieser Ebene Fsr-basierende
Migrationsraten zu berechnen. Dieser Aspekt wird weiter unten diskutiert (Isolation by
distance, S. 173 ff.).

Test auf paarweise Populationsdifferenzierung

Der Test auf paarweise Populationsdifferenzierung gibt ein differenzierteres Bild Uber
die Beziehungen zwischen den beprobten Subpopulationen. Bei allen Arten wurde
mit Mikrosatellitendaten beim Test Uber alle Loci ein globales Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht beobachtet (Tab. 26, S.76,Tab. 30 ,S.78). Innerhalb der
Subpopulationen wurde allerdings bei C. medius kein signifikantes Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht beobachtet. Fur alle Arten wurde deshalb ein Test auf paarweise
Populationsdifferenzierung gewahlt, der kein Hardy-Weinberg-Gleichgewicht in
Populationen voraussetzt. Fur die drei Arten wurden sehr unterschiedliche Muster
beobachtet:

Bei C. medius sind nach einer sequentiellen Bonferroni-Korrektur zwei Paare von
Populationen nicht signifikant differenziert, die geographisch auch benachbart sind,
namlich Amboavola (Am) - Petriky (Pe) und M15 und M16 (beide Mandena). Dieses
Muster kdnnte so interpretiert werden, dass zwischen den genannten Populationen
jeweils so viel Migration stattfindet, dass eine Differenzierung bisher nicht erfolgt ist.
Das ist bei dem Paar M15 und M16 gut vorstellbar. Die Standorte Pe und Am sind
dagegen 9,8 km voneinander entfernt. Auf den 1957 zuerst publizierten
topographischen Karten (F.T.M. 1979, F.T.M. 1990) ist zwischen beiden Standorten
eine fast kontinuierliche, nur durch eine kleine Stral3e unterbrochene Waldverbindung
eingetragen. (Die spater erneut herausgegebenen Karten beruhen der Legende nach
auf den Luftbildern der Erstausgabe.) Nach eigenen Beobachtungen ist die
Waldbedeckung vor allem am Standort Amboavola (Am) heute sehr viel geringer und
es besteht keine Waldverbindung mehr zwischen beiden Standorten. Eine alternative
Erklarung koénnte auch die Besiedlung des einen Standorts vom anderen aus sein.
Dieser Aspekt wird weiter unten diskutiert.

Die Hypothesen 8-10 werden durch dieses Ergebnis zum Teil gestutzt (Am-Pe, M15-
M16), die Beziehungen von S1 zu S8 und S9 einerseits und M15 und M16
andererseits Iasst sich so nicht differenzieren.

Bei M. rufus ist allein die Population Andohavondro (An) nach strikter Bonferroni-
Korrektur von keiner, nach sequentieller Bonferroni-Korrektur von vier anderen
Populationen nicht signifikant differenziert. Bei allen anderen Paaren von
Populationen wurde signifikante Differenzierung beobachtet. Dieses Muster lasst sich
am ehesten durch die kleine Stichprobe (n= 5) aus der Population Andohavondro
erklaren. Die StichprobengrolRe reprasentiert in dieser Population die vorhandene
Variabilitdt an Allelen schlecht (Sattigungskurven, S. 180). Bemerkenswert ist hier,
dass auch die geographisch eng benachbarten Waldfragmente S8 und S9 signifikant
voneinander differenziert sind.

Bei M. murinus sind zahlreiche Populationen in Mandena nach sequentieller
Bonferroni-Korrektur nicht signifikant untereinander differenziert. Ohne Bonferroni-
Korrektur lasst sich dieses Muster auf zwei Waldfragmente, M6 und MZ20
zuruckfuhren, die je von mehreren Populationen nicht signifikant differenziert sind.
Insgesamt konnte dieses Muster fur starke Migration zwischen den geographisch eng
benachbarten Waldfragmenten von Mandena sprechen. Diese Fragmente sind
bereits als solche auf der topographischen Karte (F.T.M. 1990) zu erkennen,
bestehen also in dieser Form seit mindestens 50 Jahren. Dieser Zeitraum entspricht
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bei M. murinus 50 Generationen. Das konnte dafir sprechen, dass die
Heidevegetation zwischen den Fragmenten keine Migrationsbarriere darstellt.
Denkbar waren auch periodische Verbindungen zwischen den Waldfragmenten
durch zeitweise aufkommende Geholze, die von Zeit zu Zeit durch Feuer
verschwinden. Eine alternative Erklarungsmaoglichkeit ware einseitige Migration, bzw.
wiederholte Kolonisation von Fragmenten von einigen wenigen Fragmenten aus.
Dieser Aspekt wird weiter unten diskutiert (Pairwise-allelic-nestedness-Index:
Diskussion der Ergebnisse, S. 184, Geographische Verteilungen von mitochondrialen
Haplotypen, S. 186).

Isolation by distance

Viele unterschiedliche Ansatze konnen verwendet werden, um das Phanomen
isolation by distance nachzuweisen. Grundsatzlich bedeutet isolation by distance
eine Zunahme der genetischen Distanz zwischen Populationen mit der
geographischen Distanz. Liegt eine solche Beziehung vor, kann von einem stepping-
stone-model von Populationen ausgegangen werden, bei dem geographisch nahe
liegende Populationen mit hoherer Wahrscheinlichkeit Migranten austauschen als
entfernter liegende. Die Korrelation von Distanzmatritzes muss dabei mit einem
Mantel-Test (Mantel 1967) durchgefuhrt werden, da paarweise Distanzen nicht
vollstandig voneinander unabhangig sind. Es existiert eine Vielzahl von genetischen
Distanzmallen zwischen Populationen, die fur solche Tests verwendet werden
konnen. FUur Mikrosatelliten- und mitochondriale Sequenzdaten koénnen z.B.
paarweise Fsr-Werte zwischen Populationen als genetische Distanzen verwendet
werden. Hutchison und Templeton (1999) korrelieren z.B. paarweise Fsr-Werte mit
geographischen Distanzen. Haufig wird statt des Fst-Wertes ,Slatkin’s linearized Fst*
(Fst/(1-Fst) (Slatkin  1995) verwendet. Manche Autoren verwenden dabei
untransformierte geographische Distanzen (z. B. Hutchison und Templeton 1999,
Randi et al. 2003), andere verwenden logarithmisch transformierte geographische
Distanzen (z.B. Sanetra und Crozier 2003). Sanetra und Crozier beobachteten z.B.
einen starkeren Zusammenhang zwischen nicht transformierten Fsr-Werten und
geographischen Distanzen als zwischen ,Slatkin’s linearized Fst® und log-
transformierten geographischen Distanzen. Bemerkenswert ist in diesem
Zusammenhang, dass Wright (1978, S. 89) die Verwendung des Fst-Wertes als
genetisches Distanzmald ablehnte, da dieser nicht die Dreiecksungleichung erfullt.
Bemerkenswert ist auch, dass Slatkin (1995) fur den transformierten Fst-Wert ein
Radiationsmodell zugrunde legte, bei dem zwei Populationen aus einer hervorgehen
und von da an keine Migranten miteinander austauschen. Diese Annahme wird mit
abnehmender geographischer Distanz mdglicherweise in zunehmendem Male
verletzt. Eine andere Alternative ist die Verwendung von ,Nei’'s net number of
nucleotide differences between populations® und nicht transformierten
geographischen Distanzen mit mitochondrialen Sequenzdaten (z.B. Hapke et al.
2001).

In der vorliegenden Arbeit wurden bei den drei Arten C. medius, M. murinus und
M. rufus auf der Grundlage der Mikrosatelliten-Allele und der mitochondrialen
Sequenzdaten Tests auf isolation by distance durchgefuhrt. Mit Mikrosatellitendaten
wurden zunachst zwei genetische Distanzmalle verwendet, Slatkin’s linearized Fsr
(Slatkin 1995) und die ,proportion of shared alleles” (Bowcock et al. 1994), jeweils
korreliert mit nicht transformierten geographischen Distanzen (Tab. 65, S. 124).
Dabei wurden bei allen Arten starkere Zusammenhange mit dem zweiten
Distanzmal} beobachtet. Diese waren bei allen Arten signifikant, wahrend mit dem
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ersten Mal® nur bei M. rufus Signifikanz beobachtet wurde. Fiur mitochondriale
Sequenzdaten wurde daraufhin kein Fsr-analoges Distanzmal, sondern die auf
.,Nei's net number of nucleotide differences between populations® basierende
,corrected average pairwise difference” verwendet. Bei diesem Distanzmal® werden
sowohl Haplotypfrequenzen als auch deren Unterschiedlichkeit in die
Distanzberechnung einbezogen. Es ist deshalb zu erwarten, dass auch Uber
individuelle Migrationsdistanzen der Tiere hinaus Beziehungen zwischen genetischen
und geographischen Distanzen gut nachweisbar sind, wenn Migration
entfernungsabhangig stattfindet.

Zunachst wurde bei allen Arten und je beiden Markersystemen mit der ,proportion of
shared alleles® und der ,corrected average pairwise difference® signifikante
Beziehungen zwischen genetischen und geographischen Distanzen beobachtet (Tab.
66, Abb. 50, Abb. 51, Abb. 53). Dabei fallt auf, dass bei C medius ein starkerer
Zusammenhang mit auf mitochondrialen Markern basierenden als mit auf
Mikrosatellitenmarkern basierenden genetischen Distanzen beobachtet wurde. Bei
M. rufus wurde ein umgekehrtes Bild beobachtet. Bei M. murinus wurde zunachst ein
sehr starker Zusammenhang von auf mitochondrialen Markern beruhenden
genetischen Distanzen mit geographischen Distanzen beobachtet. Das
entsprechende Punktdiagramm (Abb. 51a) zeigt dabei allerdings eine starke
Klumpung der Datenpunkte in zwei Gruppen. Diese konnen auf Distanzen zwischen
Mandena und Petriky und innerhalb Mandena zurlckgefuhrt werden. Wird der
Standort Petriky ausgeschlossen, bleibt die Starke des Zusammenhangs mit auf
Mikrosatellitenmarkern beruhenden genetischen Distanzen gleich stark (Abb. 51b
und Abb. 52b) wahrend auf mitochondrialen Markern beruhende Distanzen keinen
Zusammenhang mehr mit geographischen Distanzen aufweisen. Diese Unterschiede
bei Einschluss und Ausschluss des Standorts Petriky kdnnten darauf hinweisen, dass
die Aufspaltungstiefe zwischen den mitochondrialen clades an diesen Standorten
Uber die Trennungszeit der beiden Populationen hinausgehen, was im Sinne des
lineage-sorting-Prozesses (z. B. Neigel und Avise 1986) auch zu erwarten ware. Der
bei C.medius im Gegensatz zu den Microcebus-Arten starke und stetige
Zusammenhang zwischen auf mitochondrialen Markern beruhenden genetischen und
geographischen Distanzen (Abb. 50a, S.127) kann durch das beobachtete
geschlechtsspezifische Migrationsverhalten bei dieser Art erklart werden. Bei
C. medius liegt keine geographische Aufteilung in méglicherweise alte mitochondriale
clades vor. Da Weibchen bei dieser Art offenbar das Uberwiegend migrierende
Geschlecht sind, zeigt sich hier auch ein besonders deutlicher Effekt
entfernungsabhangiger Migration als Korrelation von genetischen und
geographischen Distanzen.

Eine weitere interessante Beobachtung ist der Unterschied zwischen den beiden
verwendeten geographischen Distanzmatritzes bei M. rufus. Offenbar stellt die
Anlehnung der geographischen Distanzen an den Verlauf der Vohimena- und Anosy-
Bergketten ein realistischeres Modell dar als die reine Luftliniendistanz. Bei
Verwendung der reinen Luftliniendistanz ergeben sich wesentlich kurzere Distanzen
vor allem zwischen den Standorten Manantantely (Mt), Amboavola (Am) und
Andohavondro (An). Dieser Befund konnte als Hinweis darauf interpretiert werden,
die zwischen diesen Standorten gelegene, heute nicht bewaldete Ebene eine starke
Barriere darstellt. Tatsachlich handelt es sich hier um eine seit Jahrhunderten
menschlich besiedelte Region; die altesten archaologischen Funde reichen bis ins
elfte Jahrhundert zurick (Rakotoarisoa 1998, z. B. S. 35-43). Dabei ist es allerdings
unbekannt, seit wann die Ebene in welchem Ausmale entwaldet wurde.
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Zusammenfassend wurde bei allen Arten insbesondere mit Mikrosatellitenmarkern
isolation by distance nachgewiesen. Damit kann ein Inselmodell fir diese Arten
zurlckgewiesen werden (z. B. Favre et al. 1997). Ein Effekt der geographischen
Distanz auf die Populationsstruktur ist damit nachgewiesen. In den entsprechenden
Ergebnissen mit mitochondrialen Markern spiegelt sich das geschlechtsspezifische
Migrationsverhalten der Arten wieder. Hier wurde bei C. medius mit female-biased
dispersal ein starker und stetiger Zusammenhang beobachtet. Bei M. murinus ist
dieser aufgrund geographisch separierter mitochondrialer clades nicht stetig und bei
M. rufus zumindest schwacher als der entsprechende Zusammenhang mit auf
Mikrosatellitenmarkern beruhenden Distanzmal3en.

Einfache und partielle Korrelationen und multiple Regressionen mit
genetischen und 6kogeographischen Distanzmatrizes

Nachdem bei C. medius, M. murinus und M. rufus signifikante Beziehungen zwischen
geographischen und genetischen Distanzen festgestellt worden waren, wurde mit
weiteren Tests gepruft, ob Uber die reine geographische Distanz hinaus Hinweise auf
einen Einfluss der Landschaftsstruktur auf die genetische Populationsstruktur
feststellbar sind. Als  genetisches  Markersystem wurden hier nur
Mikrosatellitenmarker eingesetzt, da diese eine hdhere Auflésung bieten als der
eingesetzte mitochondriale Marker und da diese weniger durch das bei den Arten
unterschiedliche geschlechtsspezifische Abwanderungsverhalten beeinflusst werden.
Da flachendeckende Umweltdaten fur die Region Fort Dauphin bisher nicht vorliegen,
konnten 6kogeographische Modellmatrizes nur aus Landkarten abgeleitet werden.

Um den Einfluss der Waldfragmentation zu testen, wurde die ,waldfreie Distanz"
ermittelt. Bei diesem Distanzmald kann es sich nur um eine stark vereinfachende
Annaherung handeln: Es basiert zwangslaufig auf einer Momentaufnahme der
Waldflachen vor etwa funfzig Jahren wie sie in den topographischen Karten
dargestellt ist. Fur die Kistenwaldfragmente von Petriky, Mandena und Ste. Luce
existiert auch neueres Kartenmaterial (Lewis Environmental Consultants 1992). Ein
Vergleich mit den verwendeten topographischen Karten zeigt nur sehr geringe
Veranderungen dieser Waldflachen. Fur die Ubrigen beprobten Gebiete und fur die
Raume zwischen den drei Kistenwaldregionen Petriky, Mandena und Ste Luce
standen dagegen keine aktuellen Vergleichskarten zur Verfugung. Darlber hinaus ist
es nicht bekannt, wie lange vor der Erstellung der topographischen Karten die
Klistenwaldfragmente in der dargestellten Form bestanden haben. Abgesehen von
diesen Einschrankungen ist es aber denkbar dass die klrzeste waldfreie Distanz
zwischen Standorten in einer fragmentierten Waldlandschaft ein bedeutenderer
Parameter flr die genetische Strukturierung von waldbewohnenden Tieren ist als die
reine geographische Distanz.

Die Anzahl der Wasserbarrieren zwischen Standorten stellt bei der gegebenen
Topographie ein sehr viel groberes Mall dar. Es bietet gegenliber der
geographischen und der waldfreien Distanz eine Kontrolimoglichkeit. Moglicherweise
lassen sich Zusammenhange dieser feiner auflésenden Parameter mit genetischen
Distanzen auch sehr viel einfacher erklaren.

Bei M. rufus liegt gegenuber den anderen beiden Arten eine besondere

geographische Situation vor. Ein Teil der beprobten Standorte liegt im
kontinuierlichen Wald der Anosy- und Vohimena-Kette, ein Teil der Standorte sind
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Waldfragmente. Wie beim Test auf isolation by distance wurde hier deshalb
zusatzlich zur Luftliniendistanz eine geographische Distanzmatrix getestet, bei der
geographische Distanzen an den Verlauf dieser Bergketten angelehnt wurden.

Bei C. medius und M. murinus zeigen die Ergebnisse eine deutliche Beziehung
zwischen genetischen Distanzen und der ,waldfreien Distanz®, die auch signifikant
bestehen bleibt, wenn in partiellen Korrelationen der Einfluss der geographischen
Distanz kontrolliert wird. Die Beziehung zwischen genetischen Distanzen und der
Anzahl der Wasserbarrieren ist zunachst von ahnlicher Starke, ist aber bei C. medius
nicht mehr signifikant, wenn der Einfluss der geographischen Distanz kontrolliert
wird. Ein Vergleich der Punktdiagramme flr diese GroRen (S. 108 ff.) zeigt die starke
Klumpung der Datenpunkte, wenn die Anzahl der Wasserbarrieren als Distanzmal}
verwendet wird. Die dadurch sehr grobe Auflosung kénnte die Ergebnisse bei
C. medius erklaren.

Offensichtlich hat von allen getesteten O6kogeographischen und geographischen
Distanzmallen die ,waldfreie Distanz” die starkste Beziehung mit genetischen
Distanzen, was durch die Ergebnisse der multiplen Regression bestatigt wird.
Betrachtet man die zum Teil erheblichen geographischen Distanzen im Datensatz,
weisen diese Ergebnisse auf einen erheblichen Einfluss der fragmentierten
Waldstruktur auf die genetische Populationsstruktur hin.

Bei M. rufus weisen die einfachen Korrelationen zunachst auf den Einfluss des
Verlaufs der Bergketten auf die genetische Populationsstruktur hin. Dieser Aspekt
wurde oben bereits im Zusammenhang mit ,isolation by distance diskutiert. Einfache
Korrelationen und die entsprechenden Punktdiagramme (S. 116 ff.) weisen zunachst
auch auf einen Einfluss der ,waldfreien Distanz“ bei M. rufus hin. Unter Kontrolle der
geographischen Distanz entlang der Bergketten bleibt dieses Ergebnis aber nur mit
einem von zwei genetischen Distanzmalen signifikant. Der Zusammenhang ist auch
schwacher als bei den anderen beiden Arten. Die Ergebnisse der multiplen
Regression weisen eher auf die geographische Distanz entlang der Bergketten als
einflussreichsten Parameter hin. Mit Slatkin’s linearized Fsr als abhangiger Grole
wurden zwar die ,waldfreie Distanz® und die geographische Distanz entlang der
Bergketten selektiert. Dabei ist der b-Koeffizient der waldfreien Distanz aber kleiner
als der der geographischen Distanz.

In diesen Ergebnissen spiegelt sich die besondere geographische Situation bei
M. rufus wider. Zwischen den Standorten in den Bergketten bestehen erhebliche
geographische Distanzen aber keine waldfreie Distanz. Das Fehlen waldfreier
Flachen als Barriere konnte hier zwar die Migration und damit Genfluss erleichtern.
Uber die vorhandenen geographischen Distanzen hinweg, bildet sich dieser Effekt
aber offensichtlich nicht ab. Der Vergleich von Populationen in kontinuierlichem und
fragmentiertem Habitat, der sich bei M. rufus anbietet, ist damit mit den hier
durchgefuhrten Tests schwierig.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse bei den zwei Arten, die ausschliel3lich in
Waldfragmenten untersucht wurden, namlich C. medius und M. murinus auf einen
deutlichen Effekt der Waldfragmentation auf die genetische Populationsstruktur hin.
Die durchgeflhrten Tests bestatigen, dass dieser Zusammenhang unabhangig von
der reinen geographischen Distanz besteht. Bei M. rufus wurde ein weniger klares
Bild beobachtet, was darauf zurtickgefiihrt werden kann, dass nur ein Teil der
untersuchten Standorte Waldfragmente sind.
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Vergleich von Gruppen von M. rufus Populationen mit mehreren genetischen
Indizes

Die besondere geographische Situation bei M. rufus wurde hier naher untersucht. Die
drei Standorte im kontinuierlichen Wald der Bergketten, Andohavondro,
Manantantely und Farafara, wurden als Gruppe mit den Standorten in
Waldfragmenten verglichen. Zunachst ist eine interessante Beobachtung, dass keine
Unterschiede zwischen den Gruppen flir den Schatzwert fur Fst beobachtet wurden.
Das bedeutet z.B., dass die Gruppe der Waldfragmente nicht signifikant starker in
Subpopulationen strukturiert ist als die Gruppe der Standorte im kontinuierlichen
Wald. Die ubrigen vier Indizes zeigen alle eine signifikant groRere genetische
Diversitat in der Gruppe der Standorte im kontinuierlichen Wald. Zunachst mufl}
einschrankend beachtet werden, dass in den zwei Gruppen unterschiedliche
Waldtypen vorliegen. Die wahrscheinlichste Erklarung flr die Ergebnisse ist eine
groliere effektive PopulationsgroRe an den Standorten im kontinuierlichen Wald, die
am naheliegendsten durch dessen Grolde zu erklaren ist. Die Ergebnisse kdnnen als
Hinweis auf einen Fragmentationseffekt interpretiert werden, durch den die
genetische Diversitat in Waldfragmenten gegentber denen im kontinuierlichen Wald
erniedrigt wird, was Hypothese 1 (Tab. 72, S. 171) unterstutzt (Am, S8, S9, S17 >
An, Mt, Fa). Dieser Effekt hat offensichtlich aber nicht zu einer starken
Differenzierung der Fragmente voneinander gefuhrt.

Hauptkoordinatenanalyse

Mit der Hauptkoordinatenanalyse wurden Ahnlichkeiten der beprobten Populationen
auf der Basis von Mikrosatelliten-Allelen dargestellt (S. 101ff.). So konnten Hinweise
auf Gruppierungen von untereinander ahnlichen Populationen wie auch auf
Populationen in Aul3enseiterpositionen gewonnen worden.

Bei C. medius unterstutzt das Muster in den Dimensionen 1 und 2 mit S1 in einer
Aulenseiterposition und deutlichen Gruppierungen der Ubrigen Fragmente die
Hypothese 10 (Tab. 72, S. 171) (Am-Pe, M15-M16, S1, S8-S9). Dimensionen 1 und
3 stutzen Hypothese 9 (Tab. 72, S.171) (Am-Pe, M15-M16, S1-S8-S9). Die
Ergebnisse sprechen damit mehr fur eine Besiedlung der Region Ste Luce entlang
des Fules der Vohimena-Bergkette als entlang der Kiste. Die Population Am ist
gegenuber allen Ubrigen nicht in einer AuBenseiterposition dargestellt, was
Hypothese 7 (Tab. 72, S. 171) stutzt (Am = Pe, M15, M16, S1, S8, S9).

Im Vergleich zu M. murinus ist interessant, dass die Gruppe Am-Pe bei C. medius
wesentlich starker von Mandena (M15 und M16) differenziert wird als die Population
Pe bei M. murinus und dass dabei Pe distanter von Mandena erscheint als Am.
Dieses Muster kénnte z.B. durch eine juingere Besiedlung des Standortes Pe von Am
aus durch C. medius erklart werden.

Bei M. murinus spiegeln die erste und zweite Dimension ebenfalls stark die
geographische Situation wider. Interessant ist hier die Nahe zwischen Pe und
mehreren Standorten in Mandena. Die Pe nachstgelegene Gruppe wird von den vier
Waldfragmenten auf der Pe zugewandten westlichen Seite in Mandena gebildet.
Diese Waldfragmente, die untereinander durch Sumpfe mit lockerem Baumbestand
verbunden sind, tauchen in mehreren Kombinationen von Dimensionen als Gruppe
auf, was Hypothese 5 (Tab. 72, S. 171) unterstutzt (M4, M5, M6, M7 > M13, M14,
M15, M16, M20). Die Population M1 ist immer in einer Aulenseiterposition
dargestellt, was Hypothese 4 (Tab. 72, S. 171) unterstutzt (M1 > M4, M5, M6, M7,
M13, M15, M16, M20). Die Populationen M4, M7 und Pe werden in der ersten und
dritten und ersten und vierten Dimension als AulR3enseiter dargestellt. Diese Befunde
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stltzen Hypothese 6 (Tab. 72, S. 171) im Hinblick auf M7 (M7 > M6 > M5 > M4 >
M13, M15, M16, M20). Dass M6 und M5 dagegen enger mit M13, M15, M16 und
M20 gruppiert sind als M4 spricht gegen diese Hypothese. Eine Erklarung konnte
eine West-Ost-Verbindung zwischen z.B. M15 und M5 bzw. M6 sein. Alternativ ware
das kurzliche Abbrennen des Waldfragmentes M3 zu diskutieren, durch das M4 in
eine Randlage geraten ist.

Bei M. rufus fallt die enge Gruppierung der Standorte Mt und Fa in der Vohimena-
Kette mit den Standorten S8, S9 und S17 im Kiustenwald von Ste Luce auf. Das
konnte auf eine frihere Waldverbindung zwischen diesen Standorten hinweisen. Die
Aulienseiterposition des Standortes Am lasst sich gut durch dessen isolierte Lage
erklaren. Interessant ist dabei, dass der geographisch nachstgelegene Standort An,
von dem aus Am moglicherweise besiedelt worden ist, nicht mit Am gruppiert. Das
konnte auf eine lang bestehende Isolation hinweisen. Der Aullenseiterposition des
Standortes An in der ersten und zweiten Dimension steht dabei eine enge
Gruppierung mit dem nachsten Standort innerhalb der Bergkette, Mt in der ersten
und dritten Dimension gegenlber. Der Standort S17 wird in der ersten und dritten
Dimension in einer Aullenseiterposition dargestellt. Das konnte man durch die
~Sackgassenposition“ zwischen See und Meer ahnlich S1 erklaren. Die Positionen
von Am und S17 in der Hauptkoordinatenanalyse stutzen Hypothese 2 (Tab. 72,
S.171) (Am, S17 > S8, S9). Unklar bleibt dabei aber warum in der ersten und dritten
Dimension der zu S17 am nachsten dargestellte Standort An ist.

Mikrosatelliten-Allelzahlen

Bei keiner der untersuchten Populationen von C. medius, M. murinus und M. rufus
wurde ein signifikantes Heterozygotendefizit beobachtet. Es gibt damit keine
Hinweise auf Inzuchteffekte in den untersuchten Waldfragmenten. Die Arbeiten von
z.B. Grativol et al. (2001), Srikwan und Woodruff (2000) und Fonseca et al. (2000)
weisen darauf hin, dass sich Fragmentationseffekte bereits vor dem extremen
Zustand einer Abnahme der Heterozygotierate in der Abnahme der Allelzahl an
Mikrosatellitenloci abzeichnen kdnnen. Tatsachlich existiert eine erhebliche Variation
bei den beobachteten Allelzahlen (Tab. 16, S. 68, Tab. 17, S. 68 und Tab. 18, S. 69).
Zunachst muss beachtet werden, dass die Allelzahlen aufgrund der z.T.
unterschiedlichen verwendeten Marker und aufgrund deren maoglicherweise
unterschiedlichen Variabilitdt in verschiedenen Arten nicht zwischen den
untersuchten  Arten verglichen werden konnen. Weiterhin muissen die
unterschiedlichen Stichprobengrof3en berucksichtigt werden. Einige Trends lassen
sich dennoch bereits ablesen:

Bei C. medius wurden in der mit finf Individuen kleinsten Stichprobe Am etwa gleich
viele Allele wie in den Stichproben M15, M16 und Pe beobachtet. Das stutzt
Hypothese 7 (Am = Pe, M15, M16, S1, S8, S9). Allerdings wurden in den drei
Waldfragmenten von Ste. Luce je deutlich mehr Allele beobachtet als an den ubrigen
Standorten.

Bei M. murinus wurden in allen Waldfragmenten von Mandena je deutlich weniger
Allele beobachtet als in Petriky, was Hypothese 3 (M1, M4, M5, M6, M7, M13, M15,
M16, M20 > Pe) stutzt. Dabei sind zwei Aspekte interessant: die Stichprobengrofe in
dem Allel-reichsten Fragment von Mandena, M16, ist fast so grol3 wie die in Petriky,
die Allelzahl aber deutlich kleiner. Insgesamt wurden in Mandena etwas mehr Allele
als in Petriky beobachtet. In Mandena wurden allerdings mehr als dreimal so viele
Individuen (n=164) wie in Petriky (n=49) beobachtet. Die Anzahl vorhandener Allele
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in Mandena hat also fast die gleiche Grolie wie in Petriky, allerdings wird in keinem
Waldfragment von Mandena eine vergleichbare Variabilitat wie in Petriky beobachtet.
Die kleinste Allelzahl bei M. murinus wurde in M1 gefolgt von M7 beobachtet, was
Hypothese 4 (M1 > M4, M5, M6, M7, M13, M15, M16, M20) und z. T. Hypothese 6
(M7 > M6 > M5 > M4 > M13, M15, M16, M20) stutzt. Allerdings wurden in M4
weniger Allele als in M5 und M6 beobachtet, was Hypothese 6 widerspricht.
Hypothese 5 (M4, M5, M6, M7 > M13, M14, M15, M16, M20) wird ebenfalls
unterstitzt, dabei sind die beobachteten Unterschiede z.B. zwischen M5 und M15
aber sehr klein.

Sieben der acht eingesetzten Mikrosatellitenmarker wurden auch von Fietz et al.
(2000) bei der Untersuchung einer Population von C. medius im Wald von Kirindy bei
Morondava, West-Madagaskar eingesetzt. Im Vergleich mit den in der Region Fort
Dauphin untersuchten Waldfragmenten stellt der ca. 12.000 ha groRe Wald von
Kirindy ein grolRes zusammenhangendes Waldgebiet dar. Fietz et al. beobachteten
bei 108 Individuen insgesamt 65 unterschiedliche Allele. In der hier vorliegenden
Arbeit wurden bei 84 Individuen von C. medius mit den von Fietz et al. (2000)
verwendeten Markern nur 32 Allele beobachtet. Die sehr viel geringere Variabilitat an
Mikrosatellitenallelen in der Region Fort Dauphin konnte ein Effekt der
Waldfragmentation in dieser Region sein. Die linienhafte Anordnung der von
C. medius in dieser Region besiedelten Habitate, die vermutlich von Sudwesten aus
besiedelt wurden, konnte dariber hinaus zu einem verstarkten Grinder-Effekt
gefuhrt haben.

Bei M. rufus wurde die kleinste Allelzahl in Am, gefolgt von S17 beobachtet, was
Hypothese 2 stltzt (Am, S17 > S8, S9). Die beobachteten Allelzahlen in An und Fa
widersprechen allerdings Hypothese 1 (Am, S8, S9, S17 > An, Mt, Fa). Dabei muss
die besonders kleine Stichprobengréfie (n=5) in An beachtet werden.

Allelic richness

Die beobachtbare Anzahl von Allelen in einer Population hangt stark von der
StichprobengrofRe ab. Der in dem Programm FSTAT (Goudet 2002) implementierte
Test auf allelic-richness berechnet ein von der Stichprobengréf3e unabhangiges Mal3
fur die Variation an Mikrosatelliten-Allelen, ermdglicht also einen Vergleich
unterschiedlich groBer Stichproben. Es handelt sich um eine Ubertragung des
rarefaction-index von Hurlbert (1971) auf populationsgenetische Parameter (El
Mousadik und Petit 1996, Petit et al. 1998). Bei dem in FSTAT implementierten
Verfahren wird allelic richness auf Grundlage der im Datensatz jeweils kleinsten
Stichprobengrdlie berechnet.

Bei allen Arten weichen die berechneten Werte (S. 73 ff.) fur einzelne Populationen
deutlich weniger voneinander ab, als die beobachteten Allelzahlen. Trotzdem bieten
sie z. T. ein ahnliches Muster wie die beobachteten Allelzahlen. In einzelnen Fallen
gibt es starke Abweichungen:

Bei C.medius und M. murinus ergibt sich, abgesehen von der geringeren
Grollenabweichung zwischen den Populationen ein sehr ahnliches Muster wie bei
den beobachteten Allelzahlen, das die gleichen Hypothesen (3, 4, 5, 6 und 7)
unterstitzt. Wie bei den beobachteten Allelzahlen wird fir M. murinus Hypothese 6
(M7 > M6 > M5 > M4 > M13, M15, M16, M20) vor allem im Hinblick auf M7 gestitzt,
die allelic-richness- ist allerdings flr die Population M4 kleiner als fir M5 und M6.
Eine Ausnahme, die den Hypothesen 5 und 6 widerspricht ist die Population M6, die
einen etwas hoheren allelic-richness-Wert als die Populationen M13, M15 und M16
aufweist.
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Bei M. rufus weicht das beobachtete Muster stark von den beobachteten Allelzahlen
ab, die offensichtlich aufgrund der sehr kleinen Stichprobe aus der Population An ein
falsches Bild vermitteln: Alle Populationen im kontinuierlichen Wald der Bergketten
(An, Mt und Fa) weisen groRere Werte des allelic-richness-Index auf als alle
Populationen in Waldfragmenten (Am, S8, S9 und S17), was Hypothese 1 (Am, S8,
S9, S17 > An, Mt, Fa) unterstutzt. Der kleinste Wert wurde fur Am, gefolgt von S17
beobachtet, was Hypothese 2 stitzt (Am, S17 > S8, S9).

Sattigungskurven

Am Beispiel der M. rufus-Population An wurde der Vorteil des allelic-richness-Index
gegenuber der beobachteten Allelzahl deutlich. Offensichtlich wurde dort eine hoch
variable Population durch eine zu kleine Stichprobe ungenigend reprasentiert.
Andererseits weichen die allelic-richness-Werte fur einzelne Populationen in den
meisten Fallen sehr viel weniger voneinander ab als die beobachteten Allelzahlen. Es
stellt sich die Frage, ob die gro3en Unterschiede in der Allelzahl allein auf den
unterschiedlichen StichprobengréfRen beruhen.

Vorstellbar ware das z. B. bei den Populationen M16 (n=42, 77 beobachtete Allele,
allelic-richness summiert Uber alle Loci: 45,8) und M5 (n=16, 59 beobachtete Allele,
allelic-richness summiert Uber alle Loci: 46,7). Ein Gegenbeispiel bieten die
Populationen S8 (n=24, 50 beobachtete Allele, allelic-richness summiert Uber alle
Loci: 29,5) und S9 (n=17, 61 beobachtete Allele, allelic-richness summiert Uber alle
Loci: 30,8). Hier ist die Stichprobengrole der variableren Population die kleinere.

Um unterschiedlich gro3e Stichproben vergleichbar zu machen, wird in dem im
Programm FSTAT implementierten Verfahren die allelic-richness auf der Grundlage
der kleinsten vorhandenen Stichprobengrof’e berechnet. Die z.B. in Mandena
vorhandenen unterschiedlich gro3en Stichproben spiegeln, bedingt durch sehr
unterschiedliche Fangerfolge, grob die unterschiedlichen Individuendichten in
verschiedenen Waldfragmenten wider. Zensusdaten fir alle beprobten Fragmente
existieren allerdings nicht und waren nur unter sehr hohem Aufwand zu erheben. Es
stellt sich die Frage, wie reprasentativ die einzelnen Populationen beprobt wurden.
Moglicherweise sind fur grolde, variable Populationen auch groRere Stichproben
notwendig, um die vorhandene genetische Variabilitdt angemessen zu beschreiben.
Ist eine sehr kleine Stichprobe mit im Datensatz, wird eventuell in den grolen
Stichproben die Variabilitdt durch den allelic-richness-Index nicht mehr ausreichend
differenziert.

Die Reprasentativitat der Stichproben wurde mit Hilfe der berechneten kumulativen
subsampling-Kurven und der daran angepassten Sattigungsfunktionen am Beispiel
von M. murinus und M. rufus untersucht (S. 70 ff.). Bei zwei Populationen (Mv und
An) wurden tatsachlich erhebliche Differenzen zwischen den so geschatzten
Allelzahlen und den beobachteten Allelzahlen festgestellt. Fir die meisten
Stichproben weichen die geschatzten Allelzahlen allerdings kaum von den
beobachteten Allelzahlen ab, was auf reprasentative StichprobengréRen schlieen
|asst.

Die beobachteten gro3en Unterschiede der Allelzahl zwischen Populationen kdnnen
damit kaum mehr auf unterschiedlich grofle StichprobengroRen zurlckgefuhrt
werden. Sie weisen dagegen auf erhebliche Fragmentationseffekte z.B. in den
Populationen von M. murinus in M1 und M7 und von M. rufus in Am und S17 hin.
Auch der Vergleich von Mandena und Petriky zeigt einen deutlichen Einfluss der in
Mandena herrschenden Waldfragmentation.

Die auf der Grundlage der Sattigungsfunktionen geschatzten Allelzahlen stitzen
damit bei M. murinus die gleichen Hypothesen wie die beobachteten Allelzahlen. Bei
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M. rufus weicht die beobachtete Allelzahl fir die Population An so sehr von der
geschatzten ab, dass eine Verwendung sowohl der geschatzten als auch der
beobachteten Allelzahl in dieser offensichtlich zu kleinen Stichprobe problematisch
ware. Hier sind die Werte des allelic-richness-Index vermutlich aussagekraftiger.
Auch ohne Bericksichtigung der Population An flhrt der Vergleich von
Waldfragmenten mit kontinuierlichem Wald (Hypothese 1: Am, S8, S9, S17 > An, Mt,
Fa) bei M. rufus mit beobachteten und geschatzten Allelzahlen zu heterogenen
Ergebnissen. Zumindest das Waldfragment S9 weist eine ahnliche Variabilitat auf wie
der Standort Fa in der Vohimena-Bergkette. Alle Waldfragmente zeigen dagegen
eine geringere Variabilitat als der Standort Mt in der Vohimena-Bergkette.

Geographische Haufigkeit und Frequenz von Mikrosatellitenallelen bei
M. murinus

Der Fall Mandena - geringe Differenzierung zwischen Populationen, aber grol3e
Unterschiede in der Allelzahl

Innerhalb von Mandena im engeren Sinne (Fragmente M4, M5, M6, M7, M13, M15,
M16, M20, ohne das geographisch abseits gelegene Fragment M1) sind zahlreiche
Paare von Populationen nicht signifikant voneinander differenziert. Auch der Fsr-Wert
fur M. murinus insgesamt ist sehr niedrig, was auf eine geringe Strukturierung
hindeutet. Andererseits bestehen erhebliche Unterschiede in der Anzahl an
Mikrosatelliten-Allelen in einzelnen Populationen.

Die trotzdem geringe Differenzierung konnte moglicherweise dadurch erklart werden,
dass ein Teil der Allele in allen Fragmenten sehr haufig ist, wahrend seltene Allele
unregelmafiger verteilt sind.

Dieser Aspekt wurde durch einen Vergleich von Allelfrequenzen mit der Anzahl
geographischer Orte, an denen Allele auftreten, naher untersucht (S. 83 ff.).

Im folgenden werden drei Arten von Haufigkeit unterschieden: die Anzahl an
Waldfragmenten, in denen ein Allel auftritt als geographische Haufigkeit, die
Frequenz eines Allels in einem Waldfragment und die mittlere Frequenz eines Allels
uber alle Waldfragmente als ungewichtetes Mittel.

Bei der Darstellung der Beziehung von geographischer Haufigkeit und der mittleren
Allelfrequenz in Mandena (Abb. 20, S.83) wurde das ungewichtete Mittel Uber
Populationen gewahlt, da fir alle Stichproben in Mandena gesattigte subsampling-
Kurven und damit reprasentative Stichprobengrofen festgestellt worden waren. Abb.
20 zeigt einen klaren Trend zu geringen globalen Allelfrequenzen innerhalb
Mandenas mit abnehmender geographischer Haufigkeit. Geographisch haufige Allele
zeigen dagegen ein weites Spektrum mittlerer Frequenzen. Allele mit mittlerer
Frequenz groRer als 0,1 sind z. B. in mindestens 6 von 8 Waldfragmenten vertreten.
Ein analoges Muster besteht innerhalb jedes einzelnen Waldfragmentes Mandenas
(ohne M1) (Abb. 21, S. 85). Alle Waldfragmente enthalten seltene und haufige Allele
die auch geographisch haufig sind. Alle Waldfragmente enthalten seltene Allele, die
geographisch selten sind. In allen Waldfragmenten haben dagegen alle oder fast alle
vorhandenen geographisch seltenen Allele niedrige Frequenzen unterhalb 0,1 bis
0,15.

Beim Vergleich der Fragmente untereinander muss bedacht werden, dass
unterschiedlich groRe Stichprobengroflen zu unterschiedlich feiner Aufldsung der
Allelfrequenz flhren. Dazu kommt, dass in Allel-reichen Waldfragmenten die
Allelfrequenzen im Schnitt niedriger sind.
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Die beobachteten Muster sprechen aber klar dafir, dass die geringe Differenzierung
der Waldfragmente darauf beruht, dass ein Teil der Allele in Mandena in vielen
Fragmenten auftritt und in vielen Fragmenten haufig ist. Die genetische Ahnlichkeit
der Waldfragmente untereinander beruht offensichtlich vor allem auf diesen haufigen
Allelen.

Das wird noch deutlicher bei Einbeziehung der geographisch distanteren Standorte
M1 und Petriky. In beiden Fallen (Abb. 22; S.86) zeigt sich eine deutliche
Verschiebung zu hdoheren Frequenzen bei geographisch seltenen Allelen. Das spricht
daflir, dass die beobachteten Parallelitaten unter den Waldfragmenten M4 bis M20
mit deren geographischer Nahe zueinander zusammenhangen.

Als Erklarung fur das beobachtete Muster in Mandena kommen zunachst mehrere
Szenarien in Betracht:

Die Waldfragmente koénnten bis vor sehr kurzer Zeit einen gemeinsamen Wald
gebildet haben und rezent fragmentiert worden sein. In den einzelnen Fragmenten
waren dann vor allem seltene Allele lokal ausgestorben. Flr dieses Szenario spricht,
dass, mit Ausnahme von M1, in allen Waldfragmenten private Allele existieren.
Gegen das Szenario spricht, dass die Waldfragmente schon auf den
topographischen Karten erkennbar sind, also mindestens seit 50 Jahren existieren.
Bei diesem Zeitraum von 50 Generationen ware bereits eine Differenzierung der
Allelfrequenzen in einzelnen Fragmenten zu erwarten (z.B. Luikart et al. 1998).
Lokales Aussterben von M. murinus in einzelnen Waldfragmenten und
anschlieBende Rekolonisation kdonnte zu den beobachteten Parallelitaten gefuhrt
haben. Gegen ein vollstandiges lokales Aussterben in einzelnen Fragmenten spricht
aber die Prasenz privater Allele in allen Fragmenten.

Moderate Migration zwischen den Waldfragmenten wurde vor allem zur Verbreitung
haufiger Allele fihren. Denkbar ware auch asymmetrische Migration im Sinne einer
Source-Sink-Dynamik.

Reprasentanz einzelner Populationen bei M. murinus

Im Zusammenhang von Naturschutzbemuhungen stellt sich haufig das Problem der
Prioritatensetzung. Haufig ist es notwendig, von z.B. mehreren Populationen einer
Art einige wenige auszuwahlen, auf die dann alle Schutzbemuhungen konzentriert
werden. In der Region Fort Dauphin stellen sich solche Fragen zurzeit konkret
aufgrund eines in den Kustenwaldern von Petriky, Mandena und Ste. Luce geplanten
Tagebauprojekts durch das Unternehmen QIT Madagascar Minerals. Aus
populationsgenetischer Sicht lasst sich in diesem Zusammenhang die Frage
formulieren, wie gut einzelne Populationen die genetische Variabilitat einer Art in
einer geographischen Region reprasentieren.

Die Frage der Reprasentanz wurde zunachst am Beispiel von M. murinus naher
untersucht (S.86). Hier sind Vergleiche auf zwei Ebenen mdglich: Zunachst wurde in
dem grolen Kustenwald von Petriky eine ahnliche Anzahl an Mikrosatellitenallelen
beobachtet, wie in den Waldfragmenten von Mandena. Bei Betrachtung der
einzelnen Fragmente wurde aber deutlich, dass nur jeweils 44,2 % bis 81,1 % aller in
Mandena beobachteten Allele in einzelnen Fragmenten auftraten (Tab. 46, S. 87).
Ein Vergleich der westlichen Fragmente M13, M15, M16 und M20 mit den Ostlichen
Fragmenten M4, M5, M6 und M7 (Tab. 46, S.87) zeigt, dass die westlichen
Fragmente einen groReren Anteil der vorhanden Variabilitdt enthalten. Ein
identisches Muster besteht bei der geographischen Verteilung der mitochondrialen
Haplotypen (Abb. 15, S. 67). Hier tritt in allen 6stlichen Fragmenten einschliel3lich M1
nur ein Haplotyp auf, der auch in den westlichen Fragmenten auftritt. Dort existieren
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allerdings drei weitere Haplotypen und jedes der westlichen Fragmente enthalt zwei
oder drei unterschiedliche Haplotypen.

Diese parallelen Muster konnten auf eine asymmetrische Migration oder auf eine
asymmetrische Kolonisations-/Rekolonisationsdynamik im Sinne einer
Metapopulation hinweisen. Die westlichen Waldfragmente kdnnten in diesem Sinne
Source-Habitate darstellen, die westlichen Sink-Habitate. Eine Schwierigkeit bleiben
aber die unterschiedlichen Stichprobengrofen, die einen direkten Vergleich von
Allelzahlen schwierig machen. Bei Verwendung des allelic-richness-index besteht
dagegen das oben diskutierte Problem, dass aufgrund einzelner kleiner Stichproben,
die Variation zwischen den gréfReren Stichproben mdglicherweise nicht gut erfasst
wird, da dieser Index auf Grundlage der kleinsten vorhandenen Stichprobengroflie
berechnet wird.

Asymmetrische Migration in einer Metapopulation von M. murinus in Mandena?
Hypothesenbildung

In Mandena sind sowohl Mikrosatellitenallele als auch mitochondriale Haplotypen
ungleichmafig auf die einzelnen Waldfragmente verteilt. Die westlichen Fragmente
M13, M15, M16 und M20 weisen eine hohere Variabilitdt auf als die Ubrigen
Waldfragmente. Die Waldfragmente M7 und M1, die in Randlagen, bzw. isoliert
liegen, weisen eine besonders geringe Variabilitat auf. Dabei sind die Waldfragmente
von Mandena wenig voneinander differenziert. Die Beziehungen zwischen
geographischer Haufigkeit und Allelfrequenz deuten darauf hin, dass diese
Ahnlichkeit auf einer Fraktion von Allelen beruht, die in allen Fragmenten haufig ist.
Auf dieser Grundlage wird hier die Hypothese einer Metapopulation von M. murinus
in Mandena formuliert. Die westlichen Waldfragmente stellen dabei source-Habitate,
die Ostlichen Sink-Habitate dar. Migration zwischen Waldfragmenten findet
asymmetrisch bevorzugt zwischen den westlichen Waldfragmenten und von Westen
nach Osten statt. Es wird weiter angenommen, dass die in den Sink-Habitaten
vorhandenen Allele in hohem Male nested-subsets der Source-Habitate darstellen.
Da bevorzugt haufige Allele durch Migration transportiert werden, ist anzunehmen,
dass die nur in Source-Habitaten vorhandenen Allele auch dort Gberwiegend selten
sind. Um Hinweise zu finden, die diese Annahmen stitzen, ist daher ein sehr
sensitives Verfahren zum Vergleich von Populationen notwendig, bei dem moglichst
wenig Variation wegfallt.

Pairwise-allelic-nestedness-index

Vor dem Hintergrund der Beobachtungen, die zur Hypothese einer Metapopulation
von M. murinus in Mandena geflhrt haben, wurde der pairwise-allelic-nestedness-
index entwickelt. Der Index stellt dar, zu welchem Anteil die Allele einer Population in
einer anderen vorhanden sind, was hier als allelic-nestedness bezeichnet wird. Der
Index stellt moglicherweise vorhandene Asymmetrien dar, bei denen die allelic-
nestedness fur ein Paar von Populationen in einer Richtung starker ist als in der
anderen.

Die pairwise-allelic-nestedness hangt stark von den Anzahlen an Allelen in beiden
Populationen und damit unter Umstanden auch von den Stichprobengrofden ab. Um
unterschiedliche StichprobengroRen auszugleichen, wurde ein resampling-Verfahren
eingesetzt. Anders als bei dem in FSTAT implementierten allelic-richness-Index
wurde aber fur jedes Paar von Populationen eine eigene resampling-
Stichprobengrolle festgelegt. Nur aus der jeweils grolReren Stichprobe wurden durch
Ziehen ohne Zurucklegen Unterstichproben gebildet. Diese hatten jeweils die Grolke
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der kleineren Stichprobe und wurden dann mit dieser verglichen. Das Ziel bei diesem
Vorgehen war, mdglichst wenig Variation zu verlieren. Insbesondere seltene Allele
werden so starker bertcksichtigt, als wenn fir alle Paare von Populationen eine
einheitliche resampling-Stichprobengrof3e festgelegt wird, die der kleinsten
vorhandenen Stichprobe entspricht. Ein extremes Beispiel verdeutlicht diese
Zielsetzung:

Ein Mikrosatellitenmarker wurde bei drei Populationen mit unterschiedlichen
StichprobengrofRen eingesetzt.

Population A: 40 Individuen, 17 Allele

Population B: 20 Individuen, 10 Allele

Population C: 8 Individuen, 3 Allele

Alle Allele von C treten auch in A und B auf und sind in allen Populationen haufig. A
und B haben 9 Allele gemeinsam. Die privaten Allele in A und B sind jeweils selten.
Bei einer einheitlichen resampling-StichprobengréfRe von 8 Individuen wirden viele
seltene Allele der Population A mdglicherweise zu selten erfasst, so dass eine
mogliche Asymmetrie zwischen A und B nicht gut aufgeldst wirde.

Das verwendete Resampling-Verfahren liefert Information darlber, wie stark eine
Asymmetrie der pairwise-allelic-nestedness von der Unterschiedlichkeit der
Stichprobengréfen abhangt. Es ist nicht als Signifikanzpriufung zu verstehen. Eine
Signifikanzprufung hatte z. B. zum Ziel, fur beide Stichproben zu prifen, wie stark
das Ergebnis von der Auswahl der Individuen aus der Grundgesamtheit abhangt. Bei
paarweisen Vergleichen von Populationen wird in dem verwendeten Verfahren
jeweils die maximal mdgliche subsampling-StichprobengréRe verwendet und ein
subsampling nur in der grolReren Stichprobe durchgefihrt. Das Ziel war hier in erster
Linie, den groRtmaoglichen Anteil an Variation zu erfassen. Das Verfahren liefert damit
keine Information dariber, ob die Allelzahl in einer Stichprobe signifikant groRer ist
als in einer anderen bzw. dartber, ob die allelic-nestedness in einer Richtung
signifikant starker ist als in der anderen. Die einzelnen paarweisen Vergleiche von
Populationen bieten damit eine optimierte Auflésung, sind aber untereinander nur mit
Vorsicht zu vergleichen. Mit diesen Einschrankungen ist das Verfahren geeignet, zu
visualisieren, in welchem Ausmal} die Allele von Populationen in anderen
Populationen reprasentiert sind und dabei geographische Muster aufzuzeigen, bei
denen z.B. eine Population besonders viele andere stark reprasentiert.

Die ohne resampling beobachteten Werte flir den pairwise-allelic-nestedness-Index,
gewinnen in dem MalRe an Bedeutung, in dem die einzelnen Stichproben
reprasentativ.  sind. Das wurde mit dem Ansatz der Ermittlung von
Sattigungsfunktionen fur alle M. murinus-Populationen in Mandena und Petriky
bestatigt. Ein Ausgleich unterschiedlicher StichprobengréRen durch resampling ist
hier weniger notwendig, als z.B. bei M. rufus wo die Stichprobe An offensichtlich zu
klein ist.

Pairwise-allelic-nestedness-Index: Diskussion der Ergebnisse

M. murinus

Bei den beobachteten Werten fallt die herausragende Reprasentanz der Population
M16 auf (Tab. 47, S. 87,Abb. 23 , S. 91). Die in der Population M1 vorhandenen
Allele sind zu 85 %, die aller Ubrigen Populationen zu Uber 90 % auch in der
Population M16 vertreten. Das Muster der beobachteten Werte stitzt die Hypothese
einer Asymmetrie zwischen ostlichen sink- und westlichen Source-Habitaten.
Auffallig ist aber auch, dass innerhalb der westlichen Populationen die Population
M15 gegenuber M13, M16 und M20 gréRere nestedness-Werte aufweist. Das deutet
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darauf hin, dass auch zwischen den westlichen Fragmenten Asymmetrien bestehen.
Eine ahnliche West-Ost-Asymmetrie wird mit den resampling-Mittelwerten
beobachtet (Tab. 48, S. 89). Eine Ausnahme bilden hier die Vergleiche von M15
einerseits und M5 und M6 andererseits, wo jeweils M15 die grofieren Werte aufweist.
Die Resampling-Haufigkeitswerte (Tab. 49, S. 90) liegen in einigen Vergleichen
zwischen 50 % und 90 %, insbesondere in Vergleichen der Populationen M4, M5 und
M6 mit westlichen Populationen. Insgesamt bieten die resampling-Mittelwerte ein
weniger klares Bild als die beobachteten Werte (Abb. 24, S. 92). Modglicherweise
lasst sich das auf die kleineren Stichprobengréfien in den 6stlichen Fragmenten
zuruckfuhren. Da die mit Hilfe von Sattigungsfunktionen geschatzten Allelzahlen aber
fur alle Stichproben von M. murinus in Mandena und Petriky auf gesattigte
Stichproben hinweisen, sollten besonders die beobachteten Werte beachtet werden.
Auch bei einer fiur jedes Paar von Populationen maximal moéglichen resampling-
StichprobengrolRe besteht weiterhin die Moglichkeit, dass seltene Allele in der
grélkeren Stichprobe nicht ausreichend erfasst werden. Insbesondere die
beobachteten Werte stutzen die Hypothese einer Metapopulation in der die Ostlichen
Waldfragmente Sink-Habitate darstellen.

Auch die eingangs formulierten Hypothesen zur Waldfragmentation werden durch die
Ergebnisse gestutzt. Beobachtete Werte und resampling-Mittelwerte fir alle
Paarungen mit den Populationen M1, und Pe stutzen Hypothese 3 (M1, M4, M5, M6,
M7, M13, M15, M16, M20 > Pe) und Hypothese 4 (M1 > M4, M5, M6, M7, M13, M15,
M16, M20). Wie bei zahlreichen anderen Tests wird Hypothese 6 nur im Hinblick auf
Population M7 gestutzt (M7 > M6 > M5 > M4 > M13, M15, M16, M20), da die
Population M4 z.B. gegenuber M5 und M6 starkere beobachtete nestedness-Werte
aufweist. Die beobachteten Werte stlitzen auch Hypothese 5 (M4, M5, M6, M7 >
M13, M14, M15, M16, M20).

Interessant ist das geographische Muster der grof3ten resampling-Mittelwerte (Abb.
25, S. 93). Hier erscheint ein Muster in Ketten hintereinander liegender Populationen.
Interessant ist dabei dass der Verlauf dieser Ketten eine noérdliche Verbindung
zwischen M5 bzw. M6 und M20 nahe zu legen scheint. Dabei ist auch die starke
nestedness des Fragments M4 auffallig, die, wie zahlreiche andere Tests, eine
Randlage dieses Fragments ausdriucken konnte und der eingangs formulierten
Hypothese 6 (M7 > M6 > M5 > M4 > M13, M15, M16, M20) widerspricht. Da das
Waldfragment M3 kurz vor Beginn der Arbeit abgebrannt ist, kann nicht evaluiert
werden, in welchem MalRe es eine Migrationsbricke zwischen westlichen und
Ostlichen Fragmenten dargestellt hat. Es ist auch nicht bekannt, ob und in welcher
Dichte M. murinus dort vorkam.

Die Hypothese einer Metapopulation in Mandena wird auch dadurch gestutzt, dass
nur die Population M16 den groRten Resampling-Mittelwert gegentber der
Population Pe aufweist, wahrend alle anderen Populationen von Mandena
gegenuber Populationen in Mandena die jeweils grofiten Werte aufweisen.

M. rufus

Eine Anwendung des entwickelten Verfahrens bei M. rufus zeigte den potentiellen
Wert des resampling-Verfahrens (S. 94 ff.). Hier war bereits bekannt, dass die
Population An eine zu kleine StichprobengrofRe aufwies. Entsprechend sind die
beobachteten Werte des pairwise-allelic-nestedness-index flr diese Population
gegenuber vier anderen Populationen grof3er als in umgekehrter Richtung (Tab. 50,
S. 94, Abb. 26, S. 97). Die resampling-Mittelwerte aller Populationen sind dagegen
gegenuber An groRer als in umgekehrter Richtung (Tab. 51, S. 95, Abb. 27, S. 98).
Die Resampling-Haufigkeitswerte bieten ein klareres Bild als bei M. murinus (Tab.
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52, S. 96). In den meisten Fallen sind die Haufigkeitswerte groRer als 95 %. Das bei
M. rufus beobachtete Muster lasst sich vor allem als Effekt der Kolonisation der
Kistenwalder und des Lavasoa-Gebirges von den Bergketten aus interpretieren
(Abb. 28 wund Abb. 29, S.99). Dazu kommen unterschiedlich starke
Fragmentationseffekte flr unterschiedlich stark isolierte Waldfragmente. Die flr
M. rufus formulierten Hypothesen 1 (Am, S8, S9, S17 > An, Mt, Fa) und 2 (Am, S17
> S8, S9) werden vor allem durch die resampling-Mittelwerte gestltzt. Lasst man die
Population An aufgrund der kleinen Stichprobe aus, werden diese Hypothesen auch
durch die beobachteten Werte gestutzt.

Geographische Verteilungen von mitochondrialen Haplotypen

Die geographische Verteilung mitochondrialer Haplotypen bei C. medius, M. murinus
und M. rufus wurde z. T. schon unter dem Aspekt des sex-biased dispersal diskutiert.
Dabei wurde bei M. murinus und M. rufus vor allem die geographische Verteilung
mitochondrialer clades betrachtet. Auf der Ebene einzelner Haplotypen gibt es im
Zusammenhang mit den Hypothesen zur Waldfragmentation ebenfalls einige
Aspekte, die hier diskutiert werden.

C. medius

Bei C. medius wurden starke Hinweise auf female-biased dispersal und mannliche
Philopatrie beobachtet. Die entsprechend fehlende geographische Struktur auf clade-
Ebene wurde bereits diskutiert. In den benachbarten Populationen M15 und M16
sowie S8 und S9 existieren jeweils gemeinsame Haplotypen (engl.: shared
haplotypes) (Tab. 13, S. 50). Bei M. murinus wurde fur M15 und M16 dasselbe
beobachtet (Tab. 15, S. 54). Bei M. rufus existieren dagegen keine gemeinsamen
Haplotypen in S8 und S9. Das kann durch female-biased dispersal bei C. medius
erklart werden. Die Populationen Am und Pe weisen bei C. medius keine geteilten
Haplotypen auf. Der einzige in Pe vorhandene Haplotyp ist aber phylogenetisch am
nachsten mit den in Am vorhandenen verwandt (Abb. 7, S. 57). Dabei ist interessant,
dass die Waldflache und nach eigenen Beobachtungen auch die C. medius-
Population in Pe wesentlich groRer ist als in Am. Die Ergebnisse kdnnten flr eine
rezente Besiedlung des Waldes Pe von Am aus mit nachfolgender Separation
sprechen. Die vor ca. 50 Jahren noch vorhandene, heute unterbrochene
Waldverbindung zwischen beiden Standorten wurde bereits oben diskutiert. Bei
C. medius wurden in Am bei 5 Individuen 3 Haplotypen, bei M. rufus bei
10 Individuen 2 Haplotypen beobachtet. Wie die Mikrosatelliten-Daten weist dies
darauf hin, dass Am fir C. medius keinen isolierten Standort darstellt, aber fir
M. rufus, was Hypothese 7 bestatigt (Am = Pe, M15, M16, S1, S8, S9). Analog
sprechen die vorhandenen Haplotypen fir eine Besiedlung des Standortes S8 von
S9 aus: Der einzige in S8 vorhandene Haplotyp ,d“ tritt auch in S9 auf, wo zwei
weitere (e, f) existieren, von denen nur einer (e) sehr nahe mit Haplotyp d verwandt
ist (Abb. 7, S. 57).

Bei Arten mit female-biased dispersal ist eine geographische Strukturierung auf
mitochondrialer Ebene nicht zu erwarten. Mitochondriale Linien konnen in
unterschiedlichster Zusammensetzung in Populationen persistieren und sich
geographisch verbreiten (z.B. Hapke et al. 2001). Eine Entscheidung Uber die
Beziehungen von S1 nach Norden zu S8 und S9 oder nach Studen zu M15 und M16
(Hypothesen 8-10) ist auf der Grundlage der vorhandenen Haplotypen deshalb nicht
maoglich.
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Angesichts der starken Hinweise auf female-biased dispersal bei C. medius spricht
die geringe geographische Verbreitung einzelner Haplotypen insgesamt fur einen
starken Einfluss der Waldfragmentation auf die genetische Populationsstruktur.

M. murinus

Bei M. murinus fallt die Prasenz eines Haplotyps in allen Waldfragmenten von
Mandena auf (Abb. 15, S. 67). Wie bei M. rufus wurde bei M. murinus male-biased
dispersal nachgewiesen. Bei M. rufus existieren aber im Gegensatz zu M. murinus
keine zwischen Waldfragmenten geteilten Haplotypen. Das Muster lasst sich durch
eine Kolonisation der 6stlichen Waldfragmente M1, M4, M5, M6 und M7 von Westen
her erklaren. In den westlichen Fragmenten existieren drei weitere Haplotypen, die in
den Ostlichen Fragmenten fehlen, was ein paralleles Muster zur Verteilung der
Mikrosatellitenallele darstellt. Die beobachtete Verteilung stitzt Hypothese 5 (M4,
M5, M6, M7 > M13, M14, M15, M16, M20). Sie spricht auch fur eine rezente
Kolonisation der dstlichen Waldfragmente, die erst so kurze Zeit zurlckliegt, dass
dort noch keine neuen Haplotypen entstanden sind. Dabei ist durch die
vorherrschende weibliche Philopatrie fur mitochondriale Haplotypen ein besonders
starker Grundereffekt zu erwarten, der die fehlende Variabilitat erklaren konnte.

M. rufus

Die geringste Variabilitdt an mitochondrialen Haplotypen wurde in dem
Kistenwaldfragment S17 mit nur einem Haplotyp bei 11 Individuen beobachtet. In S7
wurde ebenfalls nur ein Haplotyp beobachtet, hier ist allerdings die Stichprobengrolie
mit 2 Individuen so klein, dass keine Aussage Uber die Anzahl an Haplotypen in
diesem Waldfragment gemacht werden kann. Insgesamt stutzen die Anzahlen an
Haplotypen (Abb. 4, S. 52) in den einzelnen Populationen bei M. rufus nur teilweise
die Hypothesen 1 und 2 (Am, S8, S9, S17 > An, Mt, Fa) (Am, S17 > S8, S9). Im
Vergleich zu Mikrosatellitendaten ist hier aber auch die mogliche Auflésung viel
geringer. Der einzige geteilte Haplotyp tritt in den Populationen Mt und Fa in der
Vohimena-Bergkette auf. Die einzigen Populationen, die mehrere mitochondriale
clades enthalten, sind An und Mt in der Anosy- und Vohimena-Bergkette. Diese
Befunde unterstitzen Hypothese 1 (Am, S8, S9, S17 > An, Mt, Fa). Interessant ist,
dass alle Haplotypen der Populationen S8 und S9 den gemeinsamen subclade B
bilden, wahrend die Haplotypen der Populationen S7 und S17 am nachsten mit
Haplotypen aus Mt und Fa verwandt sind (Abb. 11, S. 63, Abb. 14, S. 66). Aufgrund
der kleinen Stichprobe in S7 bleibt unklar, ob dort auch Haplotypen auftreten, die in
den subclade B1 eingruppiert wirden. Fir die Population S17 deuten diese Befunde
aber auf eine starke Wirkung der nérdlich und westlich dieses Waldes gelegenen
Gewasserbarriere hin, was Hypothese 2 unterstutzt (Am, S17 > S8, S9). Die
Besiedlung von S17 ist demnach vermutlich von Sidden aus und unabhangig von der
Besiedlung von S8 und S9 erfolgt. Die Waldfragmente S7, S8 und S9 sind durch
kurze Strecken anthropogener Heiden (Philippia) voneinander getrennt. Die
Monophylie der untereinander sehr ahnlichen, in S8 und S9 vorhandenen Haplotypen
spricht deutlich fur eine rezente Aufspaltung. Die in der Population Am im Lavasoa-
Gebirge vorhandenen Haplotypen sind untereinander sehr ahnlich und am nachsten
mit einem Haplotyp in der Population An in der Anosy-Bergkette verwandt. Dies
spricht deutlich fur eine Besiedlung des Lavasoa-Gebirges von der Anosy-Bergkette
aus. Interessant ist, dass die Mikrosatellitendaten in der Hauptkoordinatenanalyse
keine Nahe von Am und An darstellen. Die starke Isolation der Population Am hat
offenbar bereits zu einer starken Abnahme der Variation an Mikrosatellitenallelen und
zu einer Differenzierung von der Population An gefihrt. Das mitochondriale
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Markersystem zeigt dagegen noch keine starke Differenzierung. Die Trennung des
Waldes des Lavasoa-Gebirges von dem der Anosy-Kette ist bereits auf der von 1768
stammenden Karte der Region Fort Dauphin von Modave (Grandidier 1892)
erkennbar. Es bleibt aber unbekannt, seit wann diese Trennung besteht. Hier bietet
sich ein Vergleich der Populationspaare An-Am und S8-S9 an. In beiden Paaren
existieren keine identischen, aber untereinander sehr ahnliche Haplotypen.
Moglicherweise wurden die Populationen dieser Paare zu einem ahnlichen Zeitpunkt
voneinander separiert.

Synthese

Als zentrale Fragestellung wurde untersucht, ob es bei C. medius, M. murinus und
M. rufus intraspezifische populationsgenetische Muster gibt, die sich mit der
Strukturierung des Waldes in Fragmente in Beziehung setzen lassen. Dabei wurden
Methoden unterschiedlicher Sensitivitat eingesetzt.

F-Statistik und Tests auf Heterozygotendefizit lieferten zunachst keine Hinweise auf
starke Fragmentationseffekte. Tests auf paarweise Populationsdifferenzierung lieRen
bereits deutliche Strukturen bei C. medius und M. rufus erkennen. Bei M. murinus
waren dagegen zahlreiche Populationen in Mandena nicht untereinander
differenziert. Die Korrelationen und Regressionen mit genetischen und geographisch-
Okologischen Distanzmatritzes zeigten dann deutliche Fragmentationseffekte fur
C. medius und M. murinus an. Dabei wurde der Einfluss der geographischen
Anordnung der Populationen kontrolliert. Den notwendigen Hintergrund fur diese
Analysen lieferten die Tests auf ,isolation by distance“. Mit diesen Tests wurde
entfernungsabhangige Migration fur alle Arten festgestellt. Fir M. rufus wurde dabei
eine realistischere, an die Landschaftsstruktur angepasste geographische
Distanzmatrix etabliert. Die besondere Situation bei M. rufus mit einigen
Populationen in Waldfragmenten und einigen im kontinuierlichen Wald der
Bergketten wurde in einem Vergleich von Gruppen von Populationen mit mehreren
genetischen Indizes genutzt, der deutliche Fragmentationseffekte aufzeigte.

FUr die drei Arten wurden aus der geographischen Situation Hypothesen zum
Einfluss der Waldfragmentation abgeleitet, die zu einem groRen Teil bestatigt
wurden. Insbesondere wurden mit mehreren Methoden deutliche Differenzierungen
der Variabilitdt an Mikrosatellitenallelen zwischen Populationen beobachtet, die sich
mit unterschiedlich starken Fragmentationseffekten erklaren lassen. Die Berechnung
von Sattigungsfunktionen bestatigt dabei fur die meisten Stichproben von M. murinus
und M. rufus gesattigte Grolden. Die beobachteten Unterschiede sind damit nicht mit
unterschiedlichen StichprobengréfRen zu erklaren.

Tab. 73 fasst die mit den unterschiedlichen Methoden getesteten Hypothesen
zusammen. Wie bei den einzelnen Ergebnissen diskutiert, konnte nicht jede
Hypothese mit jedem Ansatz gepruft werden. Zum Beispiel wurde mit dem Vergleich
von Gruppen von Populationen mit mehreren genetischen Indizes nur Hypothese 1
getestet. Insgesamt handelt es sich um eine vereinfachte Zusammenfassung, die
einen Uberblick geben soll. Bei den einzelnen Ergebnissen wurden die Hypothesen
differenzierter diskutiert.
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Tab. 73 Bestatigung einzelner Hypothesen mit verschiedenen Verfahren
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Hypothese-Nr.] 1 2

Artf Mr | Mr | Mm | Mm | Mm | Mm | Cme | Cme | Cme | Cme

Test auf paarweise Populationsdifferenzierung * * *

Vergleich von Gruppen von Mr-Populationen mit
mehreren genetischen Indizes

Hauptkoordinatenanalyse + + + * + * *
Absolute Mikrosatelliten-Allelzahlen - + + + *

Allelic richness + + + + + * +

Sattigungskurven + + + *
Pairwise-allelic-nestedness + + + + + *

Geographische Verteilung von mitochondrialen + + + +

Haplotypen

Mr: M. rufus, Mm: M. murinus, Cme: C. medius; +: Hypothese wird gestitzt; -: Ergebnis widerspricht
Hypothese, *: Hypothese wird teilweise gestutzt.

M. rufus

Die Hypothesen 1 und 2 wurden von mehreren Verfahren bestatigt. Die absoluten
beobachteten Mikrosatelliten-Allelzahlen widersprechen allerdings der Hypothese 1.
Da hier aber Einflusse der StichprobengroéRen nicht ausgeschlossen werden kdnnen,
gewinnen die ubrigen Verfahren mehr Gewicht und das Gesamtbild spricht fur eine
Unterstutzung der beiden Hypothesen. Bei M. rufus wurde ein Muster beobachtet, bei
dem von dem Wald der Bergketten aus benachbarte Waldfragmente besiedelt
wurden. In den Waldfragmenten sind deutliche Fragmentationseffekte genetisch
nachweisbar, die in starker isolierten Waldfragmenten auch starker sind.

M. murinus

Bei M. murinus wurden die Hypothesen 3,4,5 und 7 von mehreren Verfahren
bestatigt. Die Art kommt in der Region Fort Dauphin nur in Waldfragmenten vor.
Fragmentationseffekte sind genetisch nachweisbar. Der Vergleich des grof3en
Kistenwaldes von Petriky mit den kleineren Waldfragmenten von Petriky hat gezeigt,
dass in beiden Gebieten eine ahnlich grol3e genetische Variation herrscht. Diese ist
jedoch in den einzelnen Waldfragmenten in Mandena in unterschiedlichem Male
reprasentiert. Dabei enthalt selbst das Waldfragment M16 mit der groften Variabilitat
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wesentlich weniger Mikrosatelliten-Allele als der grof3ere Wald von Petriky. Innerhalb
von Mandena gibt es ein asymmetrisches Muster mit nach Osten abnehmender
Variabilitdt. Dieses Muster wird auf die geringere Vernetzung der 6stlichen
Waldfragmente zurlckgefuhrt. Die hufeisenférmige geographische Anordnung der
Waldfragmente in Mandena legt nahe, dass Migration entlang der Kette von
Waldfragmenten Uber das Waldfragment M3 als Verbindung von West nach Ost
erfolgt ist, bis dieses im Jahre 1999 durch Feuer zerstoért wurde. Das wirde eine
zunehmende Randlage in der Reihenfolge M4>M5>M6>M7 nahe legen
(Hypothese 6). Die durchgeflihrten Tests zeigen die starksten Fragmentationseffekte
in dieser Gruppe allerdings fur das Waldfragment M7, gefolgt von M4. Hypothese 6
wurde damit nicht vollstandig bestatigt. Die Ergebnisse des pairwise-allelic-
nestedness-index weisen sogar in Richtung einer nérdlicheren West-Ost-Verbindung.
Es bleibt unklar, welche Rolle das Waldfragment M3 in der Vergangenheit gespielt
hat, und ob seine aktuelle Zerstérung moglicherweise bereits zu einer Verringerung
der genetischen Variabilitat in dem angrenzenden Waldfragment M4 gefuhrt hat.

C. medius

Die Bestatigung der Hypothese 6 bei C. medius hat im Kontrast zu M. rufus deutlich
gemacht, dass die Isolation des Lavasoa-Gebirges nicht fiur alle Arten in gleichem
Male gegeben ist. Die dortige M. rufus-Population zeigt durch die Isolation vom
Wald der Anosy-Kette, mdoglicherweise verstarkt durch das kleinrdumige
Vegetationsmosaik im Lavasoa-Gebirge, im Vergleich zu anderen M. rufus-
Populationen starke Fragmentationseffekte. Fur C. medius ist dieses Gebiet offenbar
weniger isoliert, was durch die mit anderen Populationen vergleichbare genetische
Variabilitdt und die genetische Ahnlichkeit zu der Population von Petriky bestatigt
wurde. Fur C.medius wurde eine deutliche Beziehung zwischen dem
Fragmentationsparameter ,waldfreie Distanz® und genetischen Distanzen unter
Kontrolle des Einflusses der geographischen Distanz beobachtet. Die erwartete
Gruppenstruktur, wobei eng benachbarte Waldfragmente genetische Ahnlichkeiten
aufweisen, wurde beobachtet (Hypothesen 8-10). Allerdings konnte zwischen den
Hypothesen 8-10 nicht differenziert werden. Es bleibt unklar, auf welchem Wege die
Waldfragmente von Ste. Luce, insbesondere S1 besiedelt wurden. Wie M. murinus
hat C. medius den Raum Fort Dauphin vermutlich von Stdwesten aus besiedelt. Im
Kontrast zu M. murinus nimmt die Variabilitdt an Mikrosatellitenallelen in diesem
Raum bei C. medius allerdings nach Nordosten hin zu. Mdgliche Ursachen fur dieses
Muster sind mit den zur Verflugung stehenden Daten nicht testbar. Dazu waren
vergleichende Zensusdaten und Habitatqualitatsanalysen an den einzelnen
Untersuchungsorten in der Region Fort Dauphin notwendig.

Eine Untersuchung der geographischen Haufigkeit und Frequenz von
Mikrosatellitenallelen bei M. murinus lieferte Hinweise darauf, warum trotz grofRer
Unterschiede der Variabilitat an Mikrosatellitenallelen und mitochondrialen
Haplotypen die F-Statistik und Tests auf paarweise Differenzierung keine starke
Strukturierung in Mandena anzeigten. Zahlreiche Allele sind in Mandena in allen
Populationen haufig, wahrend die Unterschiede zwischen den Waldfragmenten mehr
auf seltenen Allelen beruhen. Die Anzahl an Mikrosatellitenallelen in Mandena ist
dabei etwa so grol3 wie in Petriky. Sie ist aber in den einzelnen Waldfragmenten in
sehr unterschiedlichem Mal} reprasentiert.
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Diese Beobachtungen flhrten zur Entwicklung der Hypothese einer Metapopulation
in Mandena, bei der die dstlichen Waldfragmente Sink-Habitate und die westlichen
Waldfragmente source-Habitate darstellen. Das daraufhin entwickelte Verfahren zur
Bestimmung der pairwise-allelic-nestedness liefert Hinweise, die diese Hypothese
stitzen und bestatigt auch eingangs formulierte Hypothesen zum Einfluss der
Waldfragmentation bei M. murinus und M. rufus.

Die geographische Verteilung mitochondrialer Haplotypen zeigt zu den
Mikrosatellitendaten parallele Muster auf, die ebenfalls Hypothesen zum Einfluss der
Waldfragmentation unterstutzen. Die Verwandtschaft der Haplotypen untereinander
lasst z. T. Ruckschlusse auf die Besiedlung einzelner Waldfragmente zu.

Bei allen Arten wurden Beziehungen zwischen der genetischen Struktur und der
Waldfragmentation beobachtet. Die beobachteten Fragmentationseffekte sind
allerdings nicht so stark, dass sie sich in hohen FST-Werten oder Inzuchteffekten
widerspiegeln. Die eingangs zitierten Arbeiten von Frankham (1994), Grativol et al.
(2001), Srikwan und Woodruff (2000) und Fonseca et al. (2000) weisen darauf hin,
dass Inzuchteffekte moglicherweise ein wenig geeigneter Parameter zur
Uberwachung der Uberlebensfahigkeit von Populationen sind und dass eine
Abnahme der Variabilitdt an Mikrosatellitenallelen durch Fragmentation wesentlich
friher zu erwarten ist. Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse
demonstrieren die hohe Sensitivitdt mehrerer Verfahren zur Analyse der Variabilitat
von Mikrosatellitenallelen. Sie bieten eine Vergleichsdatenbasis, die es in der Zukunft
ermaglicht, in Monitoring-Untersuchungen den Einfluss von
Landschaftsveranderungen auf die Populationen von C. medius, M. murinus und
M. rufus zu Uberwachen.
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9 Eigene Beitrage im Verhéltnis zu denen von Koautoren bei bereits
publizierten oder zur Publikation eingereichten Teilen dieser Arbeit

Die in Kapitel 4 beschriebene Entwicklung von Mikrosatellitenmarkern wurde in
Zusammenarbeit mit Manfred Eberle unter Anleitung von Prof. Dr. Hans Zischler
durchgefuhrt. Screening, Isolation der Loci und Entwicklung der genetischen Marker
wurden Uberwiegend von Andreas Hapke durchgeflihrt. Manfred Eberle hatte den
grolReren Anteil an der Erprobung der Marker an zahlreichen Individuen. Die
Datenbasis Uber die Verwandtschaftsverhaltnisse in mehreren Familien von
Testindividuen zur Uberpriifung Mendel’scher Vererbung wurde von Manfred Eberle
zur Verfigung gestellt.

Kapitel 6: Die dargestellten Feldarbeiten wurden tUberwiegend von Andreas Hapke
durchgefuhrt. Daran waren zahlreiche Helfer unter Anleitung von Andreas Hapke
beteiligt (s. Danksagung). Ein Helfer, Refaly Ernest hat auch selbststandig Individuen
von C. medius in Ste Luce gefangen und beprobt. Zum Teil wurde Probenmaterial
auch von anderen Bearbeitern zur Verfigung gestellt. Eine Probe von C. major aus
Ivorona wurde von José Ralison, Odon Rakotonirainy, Alain Andriamazava und
Christian Randrianatoandro zur Verfigung gestellt. Vier DNA-Proben von C. medius
aus West-Madagaskar, die als Referenzproben dienten, wurden von Dr. Joanna Fietz
zur Verfigung gestellt, die die entsprechenden Individuen selbst gefangen hatte.

Die Entnahme von Proben an Museumsexemplaren, die genetischen Analysen und
die Datenauswertung wurden von Andreas Hapke durchgefuhrt. Das Manuskript
wurde fast ausschlieBlich von Andreas Hapke verfasst. Stephen D. Nash fertigte die
wissenschaftlichen Zeichnungen auf der Grundlage von Fotographien an. Die
Fotographien wurden von Andreas Hapke wahrend der Feldarbeiten aufgenommen.
Jean-Baptiste = Ramanamanjato war als hervorragender Kenner des
Untersuchungsgebietes stark an der Auswahl der Probennahmeorte beteiligt und
leistete wertvolle Unterstutzung bei der Organisation der Logistik. Prof. Dr. Daniel
Rakotondravony, Prof. Dr. Berthe Rakotosamimanana und Prof. Dr. Gisele
F.N. Randria waren offizielle Kooperationspartner an der Universitat Antananarivo.
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Genehmigung der Arbeiten in Madagaskar erst mdglich. Prof. Dr. Hans Zischler
leitete die genetischen Arbeiten im Labor an und steuerte Anregungen zum
Manuskript bei.
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