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FOREWORD
The Eastern Tanzanian Sable Antelope is ""roosevelti' !

by
Dr. Rolf D. Baldus

Background

The remaining population of Hippotragus niger roosevelti in the Kenyan Shimba Hills Nature
Reserve consists nowadays of approximately 120 animals. This makes it one of the rarest antelope
subspecies in the world. However, there has been much debate whether all sable antelopes in
Eastern Tanzania might belong to the same subspecies.

So far they have been officially recognized as H.n.kirkii.

But there were other voices on the issue. A. Hecker (verb. comm.), one of the early lecturers at the
College of Wildlife Management, Mweka, Tanzania, reported in the mid-sixties that he regarded all
the sable from Tanga to the Selous Game Reserve and the Kilombero Valley in the West as
roosevelti. A.Rodgers (Gnusletter, September 1987) shares this view. Dollinger (Gnusletter, January
1988) and G.R. Fox (1991) define the local populations around Tanga and Saadani as roosevelti.
R.D. Estes (Gnusletter, May 1987) also regards their existence as possible. In this case roosevelti
would not be restricted to the nominate population in the Shimba Hills. Consequently they would
not be as endangered as previously assumed.

The Project

Wildlife conservation, support to Protected Areas and community-based management of natural
resources has been a priority in Tanzanian-German development cooperation since 1987.
Monitoring of wildlife populations and trends has been a part of these programmes (Baldus 1993;
IUCN/SSC ASG-Report 1997). After some initial (1991) German assistance to the Saadani Game
Reserve (north of Bagamoyo, along the Indian Ocean coast) a Technical Cooperation project started
in 1997. Prior to this the Tanzanian Government had acquired the formerly private Southern
Mkwaja cattle ranch and annexed it to Saadani Game Reserve, thereby doubling its size to over 500
sq. km.

In order to assess the conservation value of the reserve and the surrounding bufferzones, the
taxonomic status of the local sable population was regarded as important (Siege and Baldus 1997).
The Wildlife Division and Deutsche Gesellschaft fuer Technische Zusammenarbeit (GTZ), the
German bilateral development agency, therefore asked the Berlin based "Institute for Zoo Biology
and Wildlife Research" (IZW) to conduct a respective study. The scientists responsible for the study
were R.R. Hofmann, C. Pitra and D. Lieckfeldt.

Due to the generous support of R. Kock (KWS Veterinary Unit) it was possible for the first time to
collect tissue samples of nominate H.n.roosevelti for analysis in the Shimba Hills Nature Reserve.
For comparison, samples were also included from the sable antelope of the Selous Game Reserve.

Results

The results of the analysis (R.R. Hofmann, C. Pitra and D. Lieckfeldt 1998) are summarized by the
authors as follows: "The phylogenetic and AMOV A-analysis of complete nucleotide-sequences of
the mitochondrial (mt) cytochrome b gene (1140 bp) and the control region (1083 bp) of individuals
from Shimba Hills NR (n=2), Saadani GR (n=1) and Selous GR (n=4) resulted in the conclusion



that the population is highly differentiated approximately along the 38th longitude. The Usambara
mountains and large rivers like Pangani and Rufiji obviously act as geographic barriers to genetic
differentiation of the sable antelope. Although the molecular data hint at genetic "isolation by
distance", the medium genetic distance of 1.2 +/- 0.8% between the analysed local populations is
too small to justify a taxonomic difference between the nominated H.n.roosevelti in Shimba Hills
NR and populations in Eastern Tanzania at sub-species level. Inter-specific Hippotragus-Oryx
comparison gives a medium mtDNA sequence difference of 18.1 +/- 0.7 %. The preliminary results
of mtDNA analysis tend to support the assumption of a formerly continuous distribution of East
African roosevelti from South-East-Kenya to the Selous in Southern Tanzania, as already indicated
by Roosevelt and Heller 1922 and verified by Groves 1983 on the basis of morphometric studies."

Numbers and Protective Status

Saadani and Selous Game Reserves have been the subject of regular aerial counts in recent years
(conducted by Tanzania Wildlife Conservation Monitoring/Frankfurt Zoological Society). However,
it is difficult to count sable reliably in this way and normally numbers are underestimated. In the
Selous ground counts are not possible from a practical point of view, as sable roam both inside and
outside the reserve - an area of well over 60,000 sq km. In Saadani a total ground count is just being
prepared as a baseline for the new "Saadani Conservation and Development Programme".

According to the latest aerial survey of October 1998 the Selous Game Reserve has about 3,900
sable. Outside the reserve, in particular in the South-East, the count resulted in approximately 6,700
sable. How reliable the latter figure is has to be the subject of further analysis. Around Saadani the
population could be in the range of 100 to 200. Siege (verb. comm.) reports that in the mid-eighties
he saw more than 100 different sable there on a single day. Up to the early 1990s there have been
repeated reports in Tanga of a small herd of sable near Horo Horo on the border between Tanzania
and Kenya (Ndunguru and Siege verb. comm.). Therefore, the total size of the Roosevelt population
can conservatively be estimated at more than 4,000 individuals, and probably considerably more,
instead of the former 120 (Shimba Hills only).

The sable in the Saadani ecosystem live mainly outside the protected area, but also on Mkwaja
South, the former ranch which belongs now to Saadani Game Reserve. They have not legally been
hunted on licence in recent years. There is, however, considerable commercial and subsistence meat
poaching going on in the area, and it is known that sable are also being killed illegally. The decision
of the Tanzanian Government to increase the size of the protected area will be of benefit to sable
conservation in the long run. Credit for the protection of sable in recent years is due to the
management of the Mkwaja Ranch, in particular to the Fox family and to Dr. J. Goebel. Since the
second half of 1998 the Tanzanian-German "Saadani Conservation and Development Programme"
has stepped up its conservation efforts. It will, however, take another few months for the measures
taken to become effective and for the protective status of the sable and other wildlife to be
improved.

In the Selous, poaching has been greatly reduced since 1989/90 and it is safe to say that sable inside
the protected area do not suffer from poaching pressure for the time being. The protective status in
buffer zones, in particular south of the reserve, has also been improved due to community based
wildlife schemes. In the Selous Game Reserve sable can be hunted (70-80 animals/year) by foreign
safari hunters on the basis of a controlled quota as part of the management of the reserve and in
order to finance the conservation efforts in an area of the size of Switzerland.



Further Action

The next step in the research programme will be the identification of the Southern and Western
distribution limits of roosevelti. The hypothesis is that sable in Central and Western Tanzania are a
different subspecies. A good number of samples have been collected from safari hunting companies
which have generously supported the research whenever they were requested. These samples are
presently being analysed and concrete results are expected in the near future. DNA-analysis of the
first three samples from Kigosi, Ugalla and Kizigo in Western Tanzania produced a clearly different
result which indicates that these sable are not the roosevelti of the Eastern population. IZW plans to
exchange results with other scientists who are working on sable antelopes.

As roosevelti is demographically highly fragmented, over-utilization of small local populations will
lead to a loss of genetic diversity of the subspecies. It is important therefore to identify the limits of
distribution further and increase the protective status of isolated sable herds.



1. Problemstellung

Das Sadani Game Reserve (GR) (200 km?) befindet sich in der Kiistenregion von Nord-Ost-
Tansania (Abb. 1). Es wird westlich durch das Kiono Forest Reserve und nordlich durch die
Mkwaja Ranch begrenzt. Wahrend der ersten systematischen Zahlung des Wildbestandes in diesem
Gebiet wurden im Oktober (Trockenzeit) 1991 und im Mai (Regenzeit) 1992 durch
Erkundungsfliige 85 Rappenantilopen in einem umliegenden Gebiet von 1537 km?® registriert
(Baldus 1993; Baldus et al. 1997). Innerhalb der Reservatsgrenzen wurden keine Rappenantilopen
beobachtet. Die Transektor-Intervalle betrugen 5 km auBerhalb und 2,5 km innerhalb des Sadani
GR. Spitere episodische Feldbeobachtungen und Berichte Einheimischer bestétigten die
Anwesenheit der Art im Reservatsgebiet (pers. Mtlg. Dr. Siege). Das gesicherte Vorkommen von
Rappenantilopen in einem verhdltnismdBig kleinen und isolierten Gebiet, weit entfernt von den
bekannten Vorkommen in Tansania (Abb. 1), loste eine internationale Fachdiskussion iiber den
taxonomischen und damit Artenschutzstatus dieser lokalen Gruppe aus.

Abb. 1 Nationalparks und Wildschutzgebiete in Tansania. Benannt sind Regionen mit Bestinden
von Rappenantilopen (Hipptragus niger sp.): 7. Ruaha, 9. Katavi, 13. Burigi, 14. Biharamulo, 18.
Sadani, 19. Moyowosi, 20. Kigosi, 22. Muhesi, 23. Kisigo, 26. Selous, 32. Kilombero Game
Controlled Area. Shimba Hills NR/Kenia ist durch einen Pfeil markiert.

Aufgrund der geographischen Néhe zu dem ndrdlich, an der Grenze von Tansania zu Kenia
gelegenen Shimba Hills National Reserve (NR) und des kiistennahen Vorkommens wurde die
Vermutung gedulert, dal es sich bei den Tieren in Sadani um Vertreter der duflerst seltenen
Unterart H. n. roosevelti handeln konnte. Bis zu dieser Zeit wurde eine Herde von etwa 120 Tieren
im Shimba Hills NR/Kenia als letzte Uberlebende der Unterart und damit der vermutlich seltensten
und gefdhrdetsten Antilopenspezies der Welt angesehen. Richard D. Estes (in Gnusletter Mai,



1987), hdlt zwar das Vorkommen weiterer kleiner und isolierter roosevelti-Populationen in Ost-
Tansania fiir moglich, weist aber nachdriicklich auf den hohen Gefdhrdungsgrad der Subspezies hin.
Allan Rogers, ein Kenner der Fauna und Flora Ost-Tansanias pliddiert sogar fiir eine siidliche
Ausdehnung des Verbreitungsgebietes von roosevelti bis in das Selous GR und nimmt an, daf3 eine
vormals kontinuierliche Verbindung heute noch siidlich von Pangani existieren konnte (in
Gnusletter September, 1987). Das Ukaguru-Gebirge konnte eine effektive Barriere zwischen der
west-tansanischen Population (wahrscheinlich kirkii) und der ostlichen roosevelti-Population sein.
Groves 1983 kommt aufgrund der Analyse von Museeums-exemplaren zu &hnlichen
Verbreitungsgrenzen (Abb. 13). In diesem Falle wire roosevelti nicht so stark gefihrdet wie
urspriinglich angenommen. Andere Autorititen widersprechen dieser Einschitzung. Jonathan
Kingdon (in East African Mammals 1982, vol. III, part D, p. 555) stellt fest, daB} ,,the types from
which the subspecies roosevelti and kirkii were described are not representative of recognizable
populations with definite ranges™. Rod East schligt vor, die Subspezieseinteilungen bei Antilopen
generell zu ignorieren, weil ,the validity and precise distribution of described subspecies are
uncertain for many species®. Kiirzlich teilten Terry Robinson und Conrad Matthee (in Gnusletter
199716, 2, p.8) die Zusammenfassung der Ergebnisse von bisher unverdffentlichten DNA-
Untersuchungen an 13 Rappenantilopen von 4 akzeptierten Unterarten mit. Die Autoren kommen zu
dem SchluB3, daBl genetisch zwei Gruppen (vermutlich roosevelti and kirkii) existieren, da nur 4
Tiere aus Tansania (ohne genaueren Herkunftsort !) deutliche DNA-Sequenzunterschiede gegeniiber
den iibrigen Tieren aufwiesen. Die genetischen Beziehungen zwischen den kiistennahen,
demographisch isolierten Populationen des Shimba Hills NR, Sadani GR und Selous GR bleiben
weiterhin unklar, weil keine Mitglieder dieser Herden in die Analyse einbezogen waren.

Von Richard Kock liegt die Beobachtung eines alten Bullen etwa 150 km entfernt von Shimba Hills
im Tsavo East NR vor, so dal groBere Migrationsstrecken fiir die Rappenantilope moglich
scheinen. Die kiirzeste Distanz zwischen dem Shimba Hills N R/Kenia und dem Sadani
GR/Tansania betrdgt ca. 180 km. Allerdings konnten das Usambara-Gebirge und der Pangani-Fluf3
starke physikalische Langzeit-Barrieren bilden. Wenn tatsdchlich ein demographischer und
genetischer Austausch zwischen beiden Lokalitdten stattgefunden hat, dann konnten die Tiere im
siidlichen Einstandsgebiet Sadani GR und Umgebung eine Reservepopulation der
Nominatpopulation im Shimba Hills NR darstellen, mit folgenden Konsequenzen fiir den
praktischen Artenschutz:

1. Die akute Gefahrensituation fiir die Subspezies H. n. roosevelti wire gemildert.

2. Der legale Schutzstatus der Population im Sadani GR wére unmittelbar zu erhéhen. Jagdliche
Nutzung der Tiere sollte vollstdndig untersagt und anti-poaching Kontrollen verschirft werden.

3. Nach Feststellung der genetischen Variabilitit in den isolierten Einzelpopulationen, sollte ein
gezieltes Austauschprogramm genetisch wertvoller Individuen organisiert werden, mit dem Ziel, die
Verteilung der Foundergene zu verbessern und die Inzuchtraten zu senken.

4. Mit Hilfe von Populations-Gefahrdungs-Analysen sollten die ortsspezifischen Risiko-faktoren
identifiziert und MaBnahmen zu ihrer Uberwindung getroffen werden.

Als essentielle Voraussetzung fiir ein entsprechend umfassendes Schutzaktionspaket sollte in dem
vorliegenden Projekt geklart werden, welche genetischen Beziehungen zwischen den Individuen der
Lokalpopulationen Shimba Hills NR, Sadani GR und Selous GR bestehen.

Im Einzelnen wurden folgende Aufgaben geldst:

* Gewinnung von Bioproben (Blut bzw. Gewebe) von 1-5 gesicherten Vertretern der jeweiligen
Lokalpopulationen.

* Isolierung und Reinigung der DNA aus den Bioproben mit Hilfe von Standardmethoden.

Vermehrung bekannter hochpolymorpher DNA-Abschnitte mit Hilfe der Polymerase-Ketten-

Reaktion (PCR).

* Automatisierte Sequenzbestimmung hochpolymorpher DNA-Abschnitte mit dem Ziel,
diagnostische DNA-Sequenz-Unterschiede zwischen Lokalpopulationen zu identifizieren.



* Bestimmung der phylogenetischen und -geographischen Beziehungen zwischen den
Lokalpopulationen.

* Entwicklung einer einfachen Labormethode zum schnellen Nachweis subspezies-spezifischer
DNA-Sequenz-Unterschiede, z. B. durch PCR-gestiitzte Analyse von DNA-Restriktions-
Fragmentldngen-Polymorphismen.

2. Taxonomie

Die klassische Systematik der Rappenantilope ist widerspriichlich und verwirrend. Die
Erstbeschreibung der Spezies als Aigocerus niger geht auf Harris (1838) zuriick. Spiter fiihrte
Sundevall (1948) den Artnahmen Hippotragus niger ein, wahrend im deutschen Schrifttum hiufig
Ozanna niger (Reichenbach 1845; Brehm 1880) verwandt wurde. Frithere Autoren haben aufgrund
von wenigen phénotypischen Unterschieden (insbesondere Korpergroe, Fellfirbung und
Farbmarkierungen des Kopfes), deren Varianz nicht systematisch untersucht wurde, verschiedene
lokale Rassen bzw. Unterarten definiert. Entsprechende biogeo-graphische Untersuchungen iiber
Verbreitungsgrenzen der lokalen Varianten der Rappen-antilope liegen aber nicht vor. Obwohl sich
diese Unsicherheit bis in die spirliche, jlingere Literatur erhalten hat, besteht weitgehende
Ubereinstimmung in der Annahme folgender Formen, Erstbeschreibungen und Fundorte des
Artenkomplexes:

A. Hippotragus niger niger; Harris, Proc. Zool. Soc. 1838, p.2; Cashan Gebirge, Siid-Afrika,
Transvaal.

B. Hippotragus niger kirkii; Gray, Cat. Ruminants Brit. Mus. 1872, p. 35, Sambia, Zaire.

C. Hippotragus niger roosevelti; Heller, Smithson. Misc. Collect. 1910, vol. liv. pt.6, p.1, Shimba
Hills, Kenia.

D. Hippotragus niger variani; Thomas, 1916, Angola

E. Hippotragus niger anselli; Groves, Rev. Zool. afr. 1983, 97, 4, p. 821-828, Ost-Sambia, Malawi,
Luangwa-Tal.

Eine umfassende Revision der Hippotragus-Systematik wurde kiirzlich von Colin P. Groves (1998)
angekiindigt.

3. Zoogeographie

Das heutige gestreute Vorkommen der Rappenantilope ist auf die 6kotonen Habitate des miombo
(Brachystegia) Baumsavannen-Giirtels in Siid- und Ostafrika beschrdnkt, mit zwei isolierten
Populationen in Angola und Kenia. Das Verbreitungsmuster korreliert in grobem geographischem
Malstab mit dem Vorkommen der o.g. lokalen Varianten. H. n. kirkii dehnt sich iiber Tansania bis
nach Malawi aus; H. n. niger ist sidlich des Sambesi verbreitet; H. n. variani kommt nur noch in
Zentral-Angola vor und H. n. roosevelti soll auf ein kleines Territorium in Stid-Ost-Kenia (Shimba
Hills NR) reduziert sein. Die jeweiligen exakten Verbreitungsgrenzen, mdgliche Uberlappungs-
bzw Hybridzonen und weitere regionale Differenzierungen sind unbekannt. Die Tatsache, daf3
Groves (1983) eine eigene Unterart (H. n. anselli) im klassischen Verbreitungsgebiet von H. n.
kirkii erkannt haben will, weist auf die bestehenden Unsicherheiten in der zoogeographischen
Charakterisierung der Unterarten-variabilitdt. Die neuerdings kontrovers gefiihrte Diskussion iiber
eine mogliche Ausdehnung des Vorkommens von H. n. roosevelti nach Ost-Tansania ist ein
weiteres Beispiel fiir die allgemein unklaren genetischen und geographischen Beziehungen
zwischen den traditionell anerkannten Unterarten.

4. Status

Obwohl die wildlebende Population der Rappenantilope durch direkte Verfolgung (Trophdenjagd)
und Habitatschwund infolge von Landnahme und Konkurrenz mit Rinderhaltung bestindig
abnimmt (Wilson & Hirst 1977), gilt die Spezies z. Zt. nicht als gefidhrdet. Der Bestand der
Riesenrappenantilope in Angola ist in den CITES-Anhang I aufgenommen und nach den Mace-
Lande- Kriterien der [IUCN (Mace & Stuart 1994) als “kritisch* eingestuft (Estes & Estes 1974). Die
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Shimba Hill-Population wird als ,endangered“ betrachtet. Da die phylogeographische
Differenzierung der Art unbekannt ist, besteht permanent die Gefahr, dall die genetische Diversitét
durch weitgehend unbemerktes Erloschen lokaler Populationen drastisch absinken kann.

Nach ISIS Informationen befanden sich 1996 (30. Juni) weltweit 328 (95.228.5) Rappenantilopen
unbekannter Subspezies in 55 tiergértnerischen Einrichtungen und 78 (25.53.0) Individuen der
Subspezies H. n. niger in 16 Zoos. Die meisten Tiere (>96%) wurden in Gefangenschaft geboren.
Eine Geburtsrate von 0,26 pro Weibchen und Jahr ist relativ hoch und 148t erkennen, daf3 die
Haltung und Reproduktion der Rappenantilope in Menschenhand keine prinzipiellen Probleme
macht.

5. Okologie

Aufgrund ihrer Nahrungspriferenz wird die Rappenantilope zur grazer-Gilde gerechnet. Sie
bevorzugen den frische Aufwuchs dominanter Grasarten Andropogon, Brachiaria, Digitaria,
Panicum und Setaria in der Grenzzone zwischen Savanne und meist hoher gelegenen lockeren und
artenreichen Baumbestinden. In der Trockenzeit suchen sie weit verstreute Grasmosaike in den
bewaldeten Hiigeln auf, die sich nach regelméfigen Buschbrinden durch schnellen Auswuchs
feuerresistenter Arten (7Themeda und Hyparrhenia) regenerieren. Wenn das Gras vertrocknet
ergdnzen Rappenantilopen ihre Nahrung durch Kriuter (Dolichos und Mucuna), Leguminosen
(Letuca und Cryptosepalum) sowie Laub von Julbernardia, Taraconanthus, Dombeya und Grewia.
Es ist bemerkenswert, daf3 die Tiere im Wechsel zwischen Regen- und Trockenzeit augedehnte
Wanderungen (bis zu 40 km) unternehmen. Eine neuere Untersuchung des Panseninhaltes durch
Reinhold Hofmann 1997 hat die bevorzugte Graserndhrung der Rappenantilope bestétigt.
Zusammen mit dem alimentiren browsing verfolgt die Rappenantilope eine adaptive
Erndhrungsstrategie, die fir die Aufrechterhaltung der Okotonen Vegetationsstruktur
auBlerordentlich wichtig sein konnte. Jingste Forschungsergebnisse zeigen die essentielle
Bedeutung der afrotropischen Okotone als Zentren der Biodiversitit (Hobbs 1996). In welchem
MaBe wildlebende Ungulaten und insbesondere Rappenantilopen, die Dynamik von Okotonzonen
mitbestimmen, mull durch weitere Untersuchungen aufgeklart werden.

6. Material und Methoden

6.1  Literatur und Kartenmaterial

Eine Literatur-Recherche (Nr. 32-94) zu Hippotragus niger (sable antelope) in der Datenbank
BIOSIS ergab 69 Zitate iiber den Zeitraum 1969-30.4.1994.

Die geographischen Informationen des Programms Microsoft ENCARTA vers. 98 wurden
verwendet.

6.2  Tiermaterial

Durch die dankenswerte Unterstiitzung von Dr. Siege und Dr. Baldus (SCP Deutsche Gesellschaft
fiir Technische Zusammenarbeit, Selous Conservation Programm), sowie von Dr. Richard Kock
(Chefveterindar des Kenia Wildlife Service) konnte das in der Tabelle 1 aufgefiihrte
Untersuchungsmaterial in die Projektstudie einbezogen werden. Alle verwendeten Bioproben
wurden ordnungsgemif im CITES-Verfahren deklariert und bearbeitet.
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Tab. 1 Untersuchungsmaterial von Rappenantilopen (Hippotragus niger sp.) aus Ost-Afrika.

Probe Ident. | Geschlecht | Unterart Herkunft Lénge Breite
No.

1 S1 weibl. roosevelti Shimba Hills NR/  4° 17’ Sid 38° 39’ Ost
Kenia

2 S2 weibl. roosevelti Shimba Hills NR/  4° 17’ Siid 38° 39’ Ost
Kenia

3 S3 weibl. ? Sadani GR/ 6°4’ Sud 38° 45 Ost
Tansania

4 S4 mannl. ? Selous GR/  8°15° Sud 38° 44’ Ost
Tansania

5 S5 ménnl. ? Selous GR/ | 7°52’ Siud 38° 39’ Ost
Tansania

6 S6 mannl. ? Selous GR/ | 7° 52’ Sud 38° 44’ Ost

Tansania

6.3  DNA-Isolierung

Aus den vorliegenden Gewebeproben vom #uBeren Ohr, die in 96% Athanol fixiert waren, wurde
mit Hilfe des QIAamp Tissue Kit (QIAGEN) genomische (Gesamt-)DNA isoliert. 300-500ng dieser
DNA wurden fiir einen PCR-Ansatz verwendet.

6.4  PCR-Bedingungen
Folgende Primer wurden verwendet:
fiir die Amplifikation des Cytochrome-b-Gens

57 37

GluDG-L TGA CTT GAA RAA CCA YCG TTG Palumbi et al.91
CB1-L CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA Kocher et al.89

CB4a-L AAC AAA GAA ACC TGA AAY ATY GG Palumbi et al.91
CB3R-L CAT ATT AAA CCC GAA TGA TAY TT Palumbi et al.o9l1
CB2-H CCC TCA GAA TGA TAT TTG TCC TCA Kocher et al. 89
CB3-H GGC AAA TAG GAA RTA TCA TTC Palumbi et al.o91
CB6Thr-H TTT CAT TCT TCG RCT TAC AAG Palumbi et al.91

fiir die Amplifikation der Kontrollregion (D-loop)-

5 3
Pro-L CTC CCA TTA GCA CCC AAA GC Palumbi et al.o91
HiPro-L ACC ATT AGC ACC CAA AGC TG Lieckfeldt 98
HiCtrII-L AGT ACA TTA CAT GAT TTA CCC C Lieckfeldt 98
HiCtrIII-L CGA TGG ATT AAT GAT TAA TCA GC Lieckfeldt 98
HiCtrI-H ATG TAC GAT TAA ACA TTC TAT GTC Lieckfeldt 98
HiCtrII-H ATA GCT TGA GTC CAA GCA TCC Lieckfeldt 98
Phe-H CCG TCT AAA CAT TTT CAG TG Palumbi et al.o9l1
HiPhe-H AGC ATT TTC AGT GCC CTT GC Lieckfeldt 98
12SAR-H ATA GTG GGG TAT CTA ATC CCA GTT Palumbi et al.o91

Die 50ul-PCR-Reaktionsansitze (Endkonzentration: 10mM Tris-HCI, pH 8,3, 50mM KCI, 2mM
MgCl,, 200uM dNTPs ) enthielten 0,8U AmpliTag DNA Polymerase (Perkin Elmer), je 50pmol des
Hin-und Riickprimers sowie die oben angegebene Menge Template-DNA. Fiir die PCR wurde der
GeneAmp PCR System 2400 Thermocycler (Perkin Elmer) genutzt. Die Reaktion verlief unter
folgenden Bedingungen: ein 3-miniitiger initialer Denaturierungs-schritt bei 94° C, gefolgt von 30
Zyklen mit 15 Sekunden bei 94° C, 20 Sekunden bei 50°-55°C, 45 Sekunden bei 72° C und eine
abschlieBende Elongation von 7 Minuten bei 72° C. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1,5%
Agarosegel nachgewiesen und anschlieBend mit dem QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN)
gereinigt.
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6.5  DNA-Sequenzierung

Nach der Kettenabbruchmethode mit Dideoxynukleotiden (Sanger et al.1977) wurden die
Fragmente direkt sequenziert. Dafiir benutzten wir fluoreszensgestiitze Terminator Cycle
Sequencing Kits (Dye/BigDye) und die automatischen Sequenzer 373A und 310C (Perkin
Elmer/Applied Biosystems).

Die in der Projektstudie ermittelten DNA-Sequenzen wurden unter den Accession-Nummern:
AF045230-AF045237 in die Internationale Genbank eingetragen.

6.6  Datenanalyse

Die Alinierung der Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe des CLUSTAL W Algorithmus (Higgins &
Sharp 1989).

Fiir die Bestimmung diagnostischer Restriktionsorte aus den ermittelten Sequenzdaten wurde das
Programm OLIGO herangezogen.

DNA-Sequenzstatistik und Bestimmungen verschiedener genetischer Distanz-Parameter wurden mit
Hilfe des Programmpakets MEGA vers. 1.01 (Kumar et al. 1993) durchgefiihrt.

Die phylogenetischen Rekonstruktionen auf der Grundlage von Nukleotid- und Aminoséure-
Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe verschiedener Methoden, um einseitige Wertungen durch ein
einziges Verfahren auszuschlieBen. Maximum parsimony (MP)- und Neighbor-Joining (NJ)-
Stammbidume wurden mit Hilfe des Programmpakets PHYLIPP (Felsenstein 1993) konstruiert. Fiir
die Maximum-Likelihood (ML)- Methode wurde das Softwareprogramm PUZZLE (Strimmer &
von Haeseler 1996) verwendet. Die statistische Priifung der erhaltenen Stammbaumtopologien
erfolgte mit Hilfe der Bootstrap-Methode (Felsenstein 1985, 100 Replikationen) in PHYLIPP.

7. Ergebnisse

7.1 Sequenzdivergenz

Um die genealogischen Beziehungen zwischen geographisch getrennten Lokalpopulationen zu
bestimmen, werden Sequenzunterschiede in schnell evolvierenden DNA-Abschnitten identifiziert.
Art und Ausmal der ermittelten Sequenzunterschiede erlauben SchluBfolge-rungen {iber den Grad
der genetischen Verwandschaft zwischen den untersuchten Individuen und iiber die Dauer ihrer
rdumlichen Trennung. Wir wihlten fiir diesen Vergleich das Cytochrom b Gen und die
Kontrollregion der mitochondrialen DNA, weil sie sich schneller (d.h. in kiirzeren Zeitrdumen) als
Kern-DNA verdndern, matrilinear (d.h. miitterlicherseits) vererbt werden und keiner Beeinflussung
durch zufillige sexuelle Rekombinationsereignisse unterliegen.

7.1.1 Cytochrom b

Das mitochondriale Cytochrom 5 Gen gehort zu den bestuntersuchten DNA Abschnitten in
Saugetieren (Irwin, Kocher & Wilson 1991). Als Protein-kodierendes Gen liefert die abgeleitete
Aminosduresequenz zusitzliche Informationen iiber den molekularen DivergenzprozeB.

Das PCR-amplifizierte cyt b Gen von Hippotragus niger sp. besitzt eine Lénge von 1140
Basenpaaren (bp) und das Translationsprodukt besteht aus 379 Aminoséduren, beginnend mit einem
konservativen Methionin Initiationscodon (ATG) und abschlieBend mit einem AGA Stopcodon. Die
prozentuale Basenzusammensetzung zeigt einen fiir Sduger typischen Mangel an Guaninresten
speziell in der dritten Codonposition. Der prozentuale Netto-Basengehalt berdgt: Adenin (31.2%),
Thymin (26.5%), Cytosin (29.1%), und Guanin (13.2%).

Die cyt b Sequenzen der Individuen SA1 und SA2 aus der Shimba Hills NR Population sind
vollstindig identisch..

Da die cyt b Sequenz keine Stopcodons, Deletionen und/oder Insertionen enthélt und die typische
Variation in der 1., 2. und 3. Codonposition aufweist, ist es sehr unwahrscheinlich, da3 eine
Kernkopie des mitochondrialen Gens sequenziert wurde (Zhang and Hewitt 1996).
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Die Abbildungen 2 bzw. 3 zeigen Basensubstitutionen bzw. Aminosdureaustausche im Vergleich
zwischen einer nahe verwandten Pferdeantilopenspezies, der Arabischen Oryx (Oryx leucoryx) und
verschiedenen Rappenantilopen aus ostafrikanischen Lokalpopulationen.

Abb. 2 Nukleotidsequenz des mitochondrialen Cytochrom b Gens von Hippotragus niger sp. in
verschiedenen ostafrikanischen Lokalpopulationen. Identische Nukleotide im Vergleich zur
orthologen Sequenz von Oryx leucoryx werden nicht angezeigt.

111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 666 666 666 777 777 777 788 888

123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234
Oryx ATG ACC AAC ATT CGA AAA ACT CAC TCA CTG ATA AAA ATT GTA AAC AAC GCA TTC ATC GAC CTC CCA GCC CCA TCA AAC ATC TCA

sAl ... .T. C .. C LT . A.. C.. ..T
SA2 .T. C .- C T . A.. C.. ..T
SA3 LT C .. C T . A.. C.. ..T
SA4 .T. C .. C T . A.. cC.. ..T
SAS5 .T. C .. C T . AL C.. ..T
SA6 .T. C .. C T . A.. c.. ..T

111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111

888 889 999 999 999 000 000 000 011 111 111 112 222 222 222 333 333 333 344 444 444 445 555 555 555 666 666 666

567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678

Oryx TCA TGA TGA AAT TTT GGC TCC CTC CTA GGT ATC TGC CTA ATT CTG CAA ATC TTA ACA GG? CTA TTC CTG GCA ATA CAC TAC ACA

SAL c ..C T WA C.G ..G ..C ..A
SA2 c ..c T ..A C.G ..G ..C ..A
SA3 c ..C T ..A C.G ..G ..C ..A
SA4 c ..c T ..A C.G ..G ..C ..A
SAS5 c ..C T ..A Cc.G ..G ..C ..A
SA6 c ..C T ..A C.G ..G ..C WA

111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 122 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222
677 777 777 778 888 888 888 999 999 999 900 000 000 001 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334 444 444 444 555
901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012
Oryx TCT GAC ACA ACA ACA GCA TTC TCC TCT GTC ACC CAC ATC TGC CGA GAC GTC AAC TAT GGC TGA ATC ATC CGA TAT ATA CAC GCA

sAl ..C LT T ..T ..T ..C ..T ..C ..T
sA2  ..C e.. WT. T ..T ..T .. ..C ..T ..C ..T
SA3 ..C ..G .T. T ..T ..T ..T ..C ..T ..C ..T
sa4  ..C ..G .T. T ..T ..T ..T ..C ..T ..C ..T
SAS5 ..C ..G .T. T ..T ..T ..T ..C ..T ..C ..T
SA6 .C .G .T. T ..T ..T .T .C .T .C .T

222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 223 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333
555 555 566 666 666 667 777 777 777 888 888 888 899 999 999 990 000 000 000 111 111 111 122 222 222 223 333 333
345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456
Oryx AAT GGA GCA TCG ATA TTT TTC ATC TGC CTA TTC ATA CAC GTA GGA CGA GGC CTC TAC TA? GGG TCG TAT ACT TTC TTA GAG ACA

SsAl ..C ..G WA ..C ..G ..T .. T ..C ..A ..A ..C ..C C.. A.A
SA2 ..C ..G ..A ..C ..G ..T ..T ..C ..A ..A ..C ..C C.. A.A
SA3 ..C ..G ..A ..C ..G ..T .. T ..C ..A ..A ..C ..C C.. A.A
SA4 ..C ..G ..A ..C ..G ..T ..T ..C ..A ..A ..C ..C C.. A.A
SA5 ..C ..G ..A ..C ..G ..T ..T ..C ..A ..A ..C ..C C.. A.A
SA6 .C ..G WA .C .G ..T .T ..C ..A ..A ..C ..C C.. A.A

333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 444 444 444 444 444 444 444
333 444 444 444 455 555 555 556 666 666 666 777 777 777 788 888 888 889 999 999 999 000 000 000 011 111 111 112
789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890
Oryx TGA AAC GTC GGA GTA ATC CTC TTA TTC GCA ACA ATA GCT ACA GCA TTC AT? GGC TAC GTC CTA CCA TGA GGA CAA ATA TCA TTT

SAl A T . A.. A T ..G ..C
SA2 A T . A.. A T ..G ..C
SA3 A T . A.. A T ..G ..C
SA4 A T . A.. A T ..G ..C
SAS A T . A.. A T ..G ..C
SA6 A T . A.. A T .G .C

444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 455 555
222 222 222 333 333 333 344 444 444 445 555 555 555 666 666 666 677 777 777 778 888 888 888 999 999 999 900 000
123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234
Oryx TGA GGA GCA ACA GTT ATC ACC AAC CTC CTC TCA GCA ATT CCA TAC ATC GGC ACA AAT CTA GTC GAA TGG ATT TGA GGA GGA TTC

SAl ..G ..C T ..T . T ..C ..A C ..G
SA2 ..G ..C T ..T . T ..C . ..A C ..G
SA3 ..G ..C T ..T . T ..C T ool WA C ..G
SA4 ..G ..C T ..T . T ..C ..T A.. ..A C ..G
SAS5 ..G ..C T ..T . T ..C T ool LA C ..G
SA6 .G ..C T ..T . T .C T A.. ..A C ..G
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Fortsetzung Abb. 2

555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555
000 001 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334 444 444 444 555 555 555 566 666 666 667 777 777 777 888 888 888
567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678
Oryx TCC GTA GAC AAG GCA ACC CTC ACC CGA TTT TTC GCT TTC CAC TTT ATT CTC CCT TTT ATT ATC GCT GCC CTT GCT ATA GTC CAT

SAL WA ..C .C T A.. c ..C ..A ..C
SA2 ..A ..C .C T A.. c ..c ..A ..C
SA3 WA ..C .. T A.. c ..C ..A ..C
SA4 ..A ..C .C T A.. c ..c ..A ..C
SAS5 ..A ..C ..C T A.. c ..C ..A ..C
SA6 WA .C .C T A.. c ..C WA L.C

555 555 555 556 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666
899 999 999 990 000 000 000 111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 666 666 666 777
901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012
Oryx CTA CTC TTT CTC CAC GAA ACA GGC TCC AAC AAC CCC ACA GGA ATC ACC TCA GAC ACA GAT AAA ATT CCA TTC CAC CCC TAT TAT

SAl ..G T ..T T.A G.. ..C ..C ..G T ..T ..C
SA2 ..G T T T.A G.. ..C ..C ..G T ..T ..C
SA3 ..G T T T.A G.. ..C ..C ..G T ..T ..C
SA4  ..G T T T.A G.. ..C ..C ..G T ..T ..C
SAS5 ..G T T T.A G.. ..C ..C ..G T ..T ..C
SA6 .G T T T.A G.. ..C .C ..G T ..T ..C

666 666 666 666 666 666 666 666 666 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 7177 777 777 177 177 177 177

777 777 788 888 888 889 999 999 999 000 000 000 011 111 111 112 222 222 222 333 333 333 344 444 444 445 555 555

345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456
Oryx ACC ATT AAA GAC ATC TTA GGC GCC CTA CTA CTA ATC CTA GTC CTT ATA CTA CTA GTA TTA TTC GCA CCC GAC CTA CTT GGA GAC
SAl e e e e e e e . e e e e e e e e e
SA2
SA3
SA4
SAS
SA6

HHaH334

[eNoNoNeNeNe]
HHaH334

HHaHE334

[eNoNoNeNeNe]

[eNoNoNeNeNe]
HHaHE334

[eNoNoNeNeNe!

777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 788 888 888 888 888 888 888 888 888 888 888 888 888 888
555 666 666 666 677 777 777 778 888 888 888 999 999 999 900 000 000 001 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334
789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890
Oryx CCA GAC AAT TAC ACC CCA GCA AAT CCA CTC AAC ACA CCC CTT CAC ATC AAA CCC GAA TGA TAT TTC TTA TTT GCA TAT GCA ATC

SAl ... ..T C .. C T ... T .C. T ..G ..C
SA2 ... ..T C .. C T ... T .C. .T ..G ..C
SA3 C . C T ... T .C. ..G ..C
SA4 C .. C T ... T .C. ..G ..C
SAS5 C . C T ... T .C. ..G ..C
SA6 C . C T ... T .C. .G .C

888 888 888 888 888 888 888 888 888 888 888 888 888 888 888 888 888 888 888 889 999 999 999 999 999 999 999 999

444 444 444 555 555 555 566 666 666 667 777 777 777 888 888 888 899 999 999 990 000 000 000 111 111 111 122 222

123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234
Oryx CTA CGA TCA ATC CCC AAC AAA CTA GGA GGC GTC CTA GCC CTA GTC CTC TCA ATC CTA ATC CTG GTA CTC GTA CCC GCA CTC CAC
SAl ..C ... ... . P e e e . e e e P . P . e e
SA2
SA3
SA4
SAS
SA6

oo
HHaHE334

B
il
HHaH334
B
i S

111 111 111

999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 000 000 000

222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 666 666 666 777 777 777 788 888 888 889 999 999 999 000 000 000

567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678

Oryx ATA TCC AAA CAA CGA AGC ATG ATA TTT CGA CCA ATC AGC CAA TGC ATT TTC TGA ATC TTA GTA GCA GAC CTA TTA ACA CTC ACA

SAl C ‘e C .T ..C C.. ..G . T.. C..
SA2 C e C ..T ..C C.. ..G T.. C..
SA3 C e C ..T ..C C.. ..G T.. C..
SA4 C e C ..T ..C C.. ... T.. C..
SAS C e C ..T ..C C.. ..G T.. C..
SA6 C “ e C .T ..C C.. ..G T.. C..

111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111
000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
011 111 111 112 222 222 222 333 333 333 344 444 444 445 555 555 555 666 666 666 677 777 777 778 888 888 888 999
901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012
Oryx TGA ATT GGT GGA CAG CCG GTT GAA CAT CCA TAT ATT ATC ATC GGA CAA TTA GCA TCT ATC ATA TAT TTC CTA CTC ATC CTA GTA

SAl A ..A ..A C . ... .CC ..T ..C

SA2 A ..A LA C - cc ..T ..C .
SA3 A ..A ..A C PR c ..T ..C ..G
SA4 A ..A LA C N cC ..T ..C ..G
SAS A ..A ..A C PR c ..T ..C ..G
SA6 A ..A LA C - c ..T .C .G

111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111
000 000 011 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111
999 999 900 000 000 001 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334
345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890
Oryx CTC ATA CCA GTA GCC AGT GTT ATT GAA AAT AAC TTT CTA AAA TGA AGA

SAl ..A A. G.. TC. ..C ..C ..AC.C
SA2 ..A A.. G.. TC. ..C ..C ..AC.C
SA3 ..A A.G G.. TC. ..C ..C ..AC.C
SA4 ..A A.G G.. TC. ..C ..C ..AC.C
SA5 ..A A.G G.. TC. ..C ..C ..AC.C
SA6 A A.G G.. TC. ..C .C ..A C.C

Die Anzahl nichtveridnderter Sequenzpositionen betrdgt 999 (87.6% aller Positionen). Gegeniiber
der Oryx Sequenz sind 139 Basensubstitutionen festzustellen, von denen 8 Transversionen (A, G C,
T) und 131 Transitionen (A G; C T) sind. Die erwartete Transitions/Transversionsrate betrigt
14,62 und die gemessene 15,25 % 5.05). Innerhalb der Hippotragus-Gruppe werden 11
Basensubstitutionen registriert, von denen nur eine in Position 396 bei Individuum SA4 eine
Transversion (C A) ist. Ein 5% Chi-Quadrat Test der Divergenzrate ergibt keine Abweichungen



15

von der Annahme einer uniformen Evolutions-geschwindigkeit der DNA-Sequenzen (p-Werte
94.06-100%).
27 der gemessenen Basensubstitutionen fithren im Oryx-Hippotragus-Vergleich zu Amino-
sdureaustauschen. Im innerartlichen Vergleich treten 2 Aminosdureaustausche auf, SA4 und SA6
zeigen in Position 162 Lysin statt Glutamin und SA1 und SA2 besitzen in Position 348 ein Threonin
statt Isoleucin.

Abb. 3 Abgeleitete Aminosduresequenz des mitochondrialen Cytochrom b Gens von Hippotragus
niger sp. in verschiedenen ostafrikanischen Lokalpopulationen. Identische Aminosduren im
Vergleich zur orthologen Sequenz von Oryx leucoryx werden nicht angezeigt.

1 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 9999999990

1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
Oryx MTNIRKTHSL MKIVNNAFID LPAPSNISSW WNFGSLLGIC LILQILT?LF LAMHYTSDTT TAFSSVTHIC RDVNYGWIIR YMHANGASMF FICLFMHVGR

SAl  .I...... P.o coiiiiiis o ToPuiies tiiiiiiann tannann Goo tiiiiiaa P
SA2  .I...... Po o L P Gov vl M e i e e
SA3  .I...... Po coiiiiaias o TePuiiie tiiiiinans tannann Goo tiviinann P
SA4  .I...... Po oo L P Gov vl M e i e e
SA5 .I...... Po coviiiiias o I Goo tivianann M i i il i e iieees deesaeeaes
SA6  .I...... Po cooiiaaia. o T.Poiie tiiiiiaan taanaan G.. ...iiiian. PP

1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111112
0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 9999999990
1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
Oryx GLY?GSYTFL ETWNVGVILL FATMATAF?G YVLPWGQMSF WGATVITNLL SAIPYIGTNL VEWIWGGFSV DKATLTRFFA FHFILPFIIA ALAMVHLLFL

SAL ...Y...... KoooIooaoo o Teviann T T eieiannnnn
SA2  ...Y...... KeooToooon o Teevonn T T eveiuenenn
SA3  ...Y...... KoooTooooo o Teviann e T T eieiinnans
SA4 ... Y...... KoooToooo. Tevvnnn T Kevvoioor tiiiiiiene teveennnn T evevenenn
SAS  ...Y...... KoooIToooon o Teeienn e T T eeeinnnann
SA6  ...Y...... Koo . Tevonnn M. e i e . Ko i s e T oeeiienen

2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222223

0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 9999999990

1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
Oryx HETGSNNPTG ITSDTDKIPF HPYYTIKDIL GALLLILVLM LLVLFAPDLL GDPDNYTPAN PLNTPLHIKP EWYFLFAYAI LRSIPNKLGG VLALVLSILI
SAl .
SA2
SA3
SA4
SAS
SA6

3333333333 3333333333 3333333333 3333333333 3333333333 3333333333 3333333333 3333333333
0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778
1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
Oryx LVLVPALHMS KQRSMMFRPI SQCIFWILVA DLLTLTWIGG QPVEHPYIII GQLASIMYFL LILVLMPVAS VIENNFLKW*

S Tee titeieians sannann M.G S...KL...
S Tew cieeveraee taennnn M.G S...KL...
S M.G S...KL...
S N M.G S...KL...
S M.G S...KL...
S M.G S...KL...

Abb. 4 Maximum likelihood Distanzen basierend auf der kompletten cyt b Gen Sequenz

Oryx SAl SA2 SA3 SA4 SAS SA6
Oryx 0,00000 ©0,13072 0,13072 0,13170 0,13423 0,13284 0,13403
SAl 0,00000 ©0,00000 0,00796 0,0097¢ 0,00707 0,00796
SA2 0,00000 0,0079¢ 0,00976 0,00707 0,00796
SA3 0,00000 0,00353 0,00088 0,00176
SA4 0,00000 0,00264 0,00176
SAS 0,00000 0,00088
SA6 0,00000

Die durchschnittliche Distanz iiber alle paarweisen Sequenzvergleiche (Abb. 4) betrigt 4,15%. Im
zwischenartlichen Oryx-Hippotragus-Vergleich ist die mittlere Distanz 13,27 + 0,15%. Innerhalb
der Hippotragus-Gruppe betrdgt die mittlere genetische Distanz 0,38 + 0,30%. Die grofBite
innerartliche Distanz besteht mit 0,976% zwischen den Individuen aus der Shimba Hills Region
(SAT und SA2) und SA4 aus dem Selous.
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7.1.2  Kontrollregion

Die Kontrollregion der mitochondrialen DNA ist der variabelste, nicht-kodierende DNA-Abschnitt,
der bisher bekannt ist. Er ist daher gut geeignet, Sequenzdifferenzen in relativ kurzen
phylogenetischen Zeitrdumen zu untersuchen.

Die PCR-amplifizierte und anschlieend sequenzierte Kontrollregion von Hippotragus niger sp.
besitzt eine Linge von 1083 Basenpaaren (Abb. 5). Der prozentuale Netto-Basengehalt betragt:
Adenin (32.0%), Thymin (27.3%), Cytosin (25.5%), und Guanin (15.2%)).

Die Kontrollregion Sequenzen der Individuen SA1 und SA2 aus der Shimba Hills Population sind
vollstindig identisch, die Sequenzen von SA3 und SA6 stimmen ebenfalls liberein.

Wie Abb. 5 zeigt, fallen die zwischenartlichen Sequenzunterschiede erwartungsgemal3 hoch aus und
von den 1259 Positionen (einschl. Alinierungsgaps) sind nur 886 Positionen (70.4% aller Positionen
) konstant. Die Transitions/Transversions Rate betriagt 2.71 + 0.28.

Die Alinierung der Sequenzen benétigen eine erhebliche Anzahl von ,,indels* (Insertions/Deletions-
Ereignisse). Zur besseren Ubersicht werden daher in Abb. 6 nur die variablen Positionen der
kompletten Kontrollregion von Hippotragus gezeigt.

Abb. 5 Nukleotidsequenz der kompletten mitochondrialen Kontrollregion von Hippotragus niger
sp. in verschiedenen ostafrikanischen Lokalpopulationen. Identische Nukleotide im Vergleich zur
orthologen Sequenz von Oryx leucoryx werden nicht angezeigt.

1

1 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 9999999990
1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
oryx2 AGGCACTATC AATATATCCC CATAAACACT AAGAGCTTTC CCAGTATTAA ATTACCTAARA ATCCCCAAAA AATCAACACA AACTCTCCAC CCCGTGACCC
SAl AL.Go.... WT....C.T. ..C...T.TC ......C... ..C.C..... ...-—=..—= —===...... . T..-—..A. ...-===———= ——————-
SA2 AL.G.. .T....C.T. ..C...T.TC ......C.. c.C i it PPN T..==. A, . .m====== —————-—
SA3 WA..G.. .T....C.T. ..C...T.TC ......C.. c.c e LT T T..-—..A. ...-===———= ——————-
SA4 AL.G.. .T....C.T. ..C...T.TC ......C.. c.C i et P T.o==. A, .- ====== ——-—--——
SAS WA..G.. .T....C.T. ..C...T.TC ......C.. c.c e TT T T..-—..A. ...-=—=———= ——————-
SA6 ALLGL. .T....C.T. ..C...T.TC ......C.. c.c ST TT TTTT ol T.o==. A, .- m====m —mmmm——
1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111112
0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 9999999990
1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
oryx2 ACACACCTGC ACGCAGGAAC TTCATAACAC TACTATAAAC AAATACC-AC ACCCACATAA CCCACCTTAC TGCACATGAG CCAGCACGTA TACAATCATC
SAl  L....mmmmm mmmm——— . ..T.C.CTC. —==———-- === Ter WlAGGaaes W lCLALLLR St i Tt LeTe Tl T
SA2  .....mmmmm mmmmeee T.C.CTC. ----—--- -—-..T.. ..A..G.. CALLLA ——— .. imi— timiiiTmem it
SA3 L....-mmmm mmmm—— T.C.CTC. —-===——-- --—-..T.. ..A..A.. CAL A === i ime™ temi e T e T
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Abb. 6 zeigt 49
denen 33 in mehr als einem Individuum vorkommen und daher phylogenetisch informativ sind. Alle
Basensubstitutionen sind Transitionen (A G bzw. C T) mit Ausnahme des Tieres SA4, daf in
Position 915 eine Transversion vom Typ C G oder T G aufweist. Zusitzlich existiert in Position
398 der Alinierung eine informative Insertion/Deletion; wéhrend die Individuen SA1 und SA2 einen
Thymidinrest (T) besitzen, fehlt dieser bei den {ibrigen Tieren.

Abb. 6 Variable Nukleotidsequenzpositionen in einem 1083 bp Abschnitt der Kontrollregion von
Hippotragus niger sp. aus verschiedenen ostafrikanischen Lokalpopulationen. Identische

Nukleotide im Vergleich zur orthologen Sequenz des Individuums SA1 werden nicht angezeigt.
1
1112222223 3333333333 3344444444 4444555678 8888899990
0480357890 0011123347 7900244466 6689379324 4578815554
8566174631 5602323920 9802707901 2525636555 9110350267
SA1 GCGTGATCTA GGGACACCAA ATCTCACGGT CCCATTCCGG CACGTCACGC
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SA3 AT.C.GCTC. A.AGT.TTG. .-TCTGTAAC .TT.CC..A. TGTACT....
SA4 .TACAGCT.G AAAGTGTTGG G-TC..TAA. TTTG.CTTAA ..TACGG.AT
SA5 AT.C.GCTC. A.AGT.TTG. .-T.TGTAAC .TT.CC..A. TGTAC..T..
SA6 AT.C.GCTC. A.AGT.TTG. .-TCTGTAAC .TT.CC..A. TGTACT....

Die durchschnittliche Distanz iiber alle paarweisen Sequenzvergleiche (Abb. 7) betrigt 6,8%. Im
zwischenartlichen Oryx-Hippotragus-Vergleich ist die mittlere Distanz 18,08 + 0,73%. Innerhalb
der Hippotragus-Gruppe betrdgt die mittlere genetische Distanz 2,23 + 1,38%. Die grofBite
innerartliche Distanz besteht mit 3,78% zwischen den Individuen aus dem Shimba Hills NR (SA1
und SA2) und SA4 aus dem Selous GR.

Abb. 7 Maximum likelihood Distanzen basierend auf der kompletten Kontrollregion Sequenz

Oryx SAl SA2 SA3 SA4 SAS SA6
Oryx 0,00000 ©0,17178 0,17178 0,18286 0,18906 0,18523 0,18401
SAl 0,00000 ©0,00000 0,03109 0,03782 0,03009 0,03108
SA2 0,00000 0,03109 0,03782 0,03009 0,03108
SA3 0,00000 0,02252 0,00278 0,00000
SA4 0,00000 0,02440 0,02252
SAS5 0,00000 0,00278
SA6 0,00000

7.1.3 Kombinierte mtDNA-Abschnitte

Die beiden untersuchten DNA-Abschnitte liegen gemeinsam auf dem ringférmigen mitochondrialen
Chromsom, sie werden gekoppelt vererbt und unterliegen keiner sexuellen Rekombination. Daher
ist es gerechtfertigt die kombinierten Sequenzen als einheitliches genetisches Merkmal zu
behandeln.

Von den 2399 Nukleotidpositionen sind 1885 (78.6% aller Orte) konstant. Die
Transition/Transversion Rate betrdgt 4,44 + 0.60%. Die Nukleotidzusammensetzung ergibt sich zu
31.6% Adenin, 27,3% Cytosin, 14,2% Guanin und 26,9% Thymin. Ein 5% Chi-Quadrat Test der
Divergenzrate ergibt keine Abweichungen von der Annahme einer uniformen
Evolutionsgeschwindigkeit der DNA-Sequenzen (p-Werte 99,02% -99,99%).

Die kombinierte 2399 bp Sequenz, aliniert mit Oryx enthdlt 326 variable und 47 phylogenetisch
informative Positionen. Innerhalb der Hippotragus-Gruppe werden 61 variable und davon 42
phylogenetisch informative Positionen registriert. Die kombinierten Sequenzen der Tiere SA1 und
SA2 aus dem Shimba Hills NR sind vollkommen identisch. Abb. 8 zeigt die Anzahl von
Transitionen und Transversionen im paarweisen Vergleich.

Abb. 8 Anzahl Transitionen (iiber der Diagonalen) und Transversionen (unter der Diagonalen) im
paarweisen Vergleich der kombinierten Kontrollregion- und Cytochrom b Sequenzen.

Oryx SAl SA2 SA3 SA4 SAS SA6
Oryx - 220 220 232 236 234 234
SAl 69 - 0 42 49 40 42
SA2 69 0 - 42 49 40 42
SA3 69 0 0 - 26 4 2
SA4 71 2 2 2 - 27 24
SAS 69 0 0 0 2 - 4
SA6 69 0 0 0 2 0 -
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Im zwischenartlichen Oryx-Hippotragus-Vergleich ist die mittlere genetische Distanz 15,52 +
0,42% (Abb. 9). Innerhalb der Hippotragus-Gruppe betrdgt die mittlere genetische Distanz 1,44 +
0,78%. Die groBte innerartliche Distanz besteht mit 2,34% zwischen den Individuen aus dem
Shimba Hills NR (SAT und SA2) und SA4 aus dem Selous GR.

Abb. 9 Maximum likelihood Distanzen basierend auf der kombinierten Kontrollregion- und
Cytochrom b Sequenz.

Oryx SAl SA2 SA3 SA4 SAS SA6
Oryx 0.00000 0.15002 0.15002 0.15581 0.16007 0.15753 0.15756
SAl1 0.00000 0.00000 0.01917 0.02336 0.01824 0.01918
SA2 0.00000 0.01917 0.02336 0.01824 0.01918
SA3 0.00000 0.01274 0.00180 0.00090
SA4 0.00000 0.01319 0.01182
SAS5 0.00000 0.00180
SA6 0.00000

7.2 Molekulare Phylogenie

Quantitative  genetische = Beziehungen zwischen Rappenantilopen aus verschiedenen
Lokalpopulationen kénnen mit Hilfe von Ahnlichkeits (Maximum Likelihood)-, Sparsamkeits
(Parsimony)- und Distanzmethoden (Neighbor-joining) ermittelt werden. In jedem Falle werden die
Analyseergebnisse in Form von Netzwerken oder Dendrogrammen dargestellt, die einen optischen
Eindruck von der Topologie und Intensitéit der genetischen Beziehungen vermitteln. Die erhaltenen
genetischen Beziehungsstrukturen kdnnen mit verschiedenen statistischen Verfahren auf Giiltigkeit
gepriift werden. Abb. 10 zeigt einen Parsimony-Stammbaum, auf der Grundlage der kombinierten
Nukleotidsequenzen (2399 bp), die 326 variable und 47 phylogenetisch informative Orte enthalten.
Als AuBengruppe wird die orthologe Sequenz von Oryx leucoryx gewéhlt. AuBlengruppen
ermoglichen es, dem konstruierten Stammbaum eine evolutionédre Richtung zu geben. Allerdings ist
die Wahl der AuBengruppe bei innerartlichen Vergleichen, wie im vorliegenden Fall, problematisch
und wire am gilinstigsten durch eine nidherverwandte Hippotragus-Subspezies (z.B. H.n.niger) zu
bewiltigen.
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Abb. 10 Maximum-Parsimonie-Stammbaum der kombinierten mitochondrialen DNA-Sequenzen
von Rappenantilopen aus Ostafrika mit der orthologen Sequenz von Oryx als AuBlengruppe. Die
Verzweigungspunkte ,,a* und ,,b* werden angezeigt

Es werden drei gleichlange Parsimonie-Stammbidume produziert, die 461 Schritte benétigen und
sich nur leicht in der Anordnung der Sequenzen A3-A6 unterscheiden.

Alle drei Stammbiume zeigen eine deutliche Trennung der Sequenzen SA1 und SA2 von den
iibrigen Hippotragus-Sequenzen. Alternative Rekonstruktionsmethoden (ML und NJ) liefern
dhnliche Ergebnisse (nicht gezeigt). In jedem Falle sind die Tiere aus Shimba Hills NR genetisch
getrennt von den Tieren aus den Einstandsgebieten in Tansania (SA3-SA6). Die Verwandschaft
zwischen den letzteren ist grundsétzlich groBer, 148t sich aber aufgrund der verfiigbaren Daten nicht
sicher auflésen. Auf der Basis des kompletten Datensatzes bildet das Tier stidlich vom Rufiji (SA4)
eine eigene Linie, die von den enger miteinander verwandten Tieren nordlich des Rufiji (SA3, SAS
und SA6) meistens getrennt ist. Wenn die Kontrollregion-Sequenzen gesondert analysiert werden,
ergibt sich ebenfalls eine genetische Differenzierung zwischen SA4 und den Sequenzen SA3, SAS
und SA6. Auf der Basis der Cytochrom b-Sequenzen 14t sich aber die Verwandschaft zwischen den
Tieren aus Tansania nicht sicher aufldsen.

Die statistische Analyse der erhaltenen Stammbaumtopologien konzentriert sich daher auf folgende
Fragen:

1. Wie sicher ist die beobachtete, genetische Differenzierung der Rappenantilopen aus Shimba Hills
NR/Kenia ?

2. Wie sicher ist die beobachtete, genetische Differenzierung der Rappenantilope aus dem Selous
GR siidlich des Rufiji (SA4) innerhalb der Gruppe aus Tansania ?

Dazu wurde die statistische Sicherheit der Verzweigungspunkte ,,a*“ und ,,b* in Abb. 10 mit Hilfe
des bootstrap-Verfahrens bestimmt (Tab. 2). In allen angewendeten Stammbaum-rekonstruktionen
divergieren die Sequenzen der Rappenantilopen aus Shimba Hills NR/Kenia mit einer bootstrap-
Wabhrscheinlichkeit von 100%. Nur auf der Grundlage der Aminosdure Sequenzen des Cytochrom b
Gens bilden die Sequenzen SA1 und SA2 im Distanzverfahren keinen gesonderten Zweig
(bootstrap-Wahrscheinlichkeit > 50%), was durch die geringe Zahl von Aminosdureaustauschen
auch zu erwarten ist. Eine phylogenetische Trennung der Sequenz SA4 von den Sequenzen SA3,
SAS und-SA6 wird durch die Kontrollregion mit hohen bootstrap-Werten (100%) unterstiitzt. Auf
der Grundlage des Cytochrom b Gen kann SA3 einen eigenen Zweig bilden.

Tab. 2 Bootstrap-Werte fiir die Divergenzpunkte ,,a“ (vor der Diagonalen) und ,,b* (hinter der
Diagonalen) in Abb. 10 bei verschiedenen phylogenetischen Rekonstruktionsverfahren. n.a.
bedeutet nichtaufgelosten Divergenzpunkt und * steht fiir SA3 statt SA4

mtDNA-Abschnitt Maximum-Parsimonie = Maximum-Likelihood Neighbor-Joining
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Cytochrom b

Nukleotide 100% / * na/* 100% / n.a.
Cytochrom b

Aminosduren 100%/ * n.a./n.a. 46% / *
Kontrollregion 100% / 100% n.a./ 100% 100% / 100%
kombiniert 100% / 100% n.a./ 100% 100% / 100%

7.3 Divergenzzeiten

Die robusten phylogenetischen Beziehungen der untersuchten Rappenantilopen in Abb. 10 erlauben
in Verbindung mit einer molekularen Uhr (Li, Tanimura &. Sharp 1987), eine Abschitzung der
ungefdhren zeitlichen Trennung der genetischen (Matri-) Hauptlinien. Legt man eine mittlere
Substitutionsrate von grobgeschitzt 1% pro 1 Millionen Jahre fiir die gesamte mtDNA von
Sdugetieren entlang einer Linie zugrunde (Wilson et al 1985), so ergibt sich bei einer
Sequenzdivergenz von durchschnittlich 1,996 * 0,229 zwischen der Hippotragus-Linie in Shimba
Hills NR und den Hippotragus-Linien in Tansania, dafl sich beide Linien vor etwa 1 Millionen
Jahre getrennt haben.

7.4  Phylogeographie

Eine Analyse der molekularen Varianz (AMOVA) zeigt, dal die kiistennahe, ostafrikanische
Rappenantilopen-Population hoch strukturiert ist (Tab. 3). Der ®srWert betrdgt 0,941 (p = 0,037).
Der ®dgrWert ist die Korrelation zwischen zufdlligen Haplotypen in einer Population, glieder der
Population unterschiedliche Haplotypen besitzen. Mit Hilfe der ®-Statistik 1468t sich priifen, ob
weitere geographische, taxonomische oder andere Aufteilungen der Gesamtpopulation gestiitzt
werden (Excoffier, Smouse & Quattro 1992). Der resultierende ®crWert ist die Korrelation von
zufdlligen Haplotypen in einer Gruppe von Populationen, relativ zu allen Haplotypen einer Spezies
und bestimmt den Anteil der genetischen Variation zwischen den Gruppierungen. Solche
Gruppierungen, die den ®PcrWert maximieren und signifikant unterschiedlich von einer
Zufallsverteilung der Individuen sind, werden als die wahrscheinlichsten geographischen,
taxonomischen oder anderen Gruppen angesehen.

Tab. 3 AMOVA Ergebnisse fiir die regionale und lokale Unterteilung der kiistennahen
Rappenantilopen-Population in Ost-Afrika.

Gruppierungen Anzahl Gruppen P-Statistik p-Wert
keine 1 D= 0,941 0,0370
Kenia (Shimba Hills NR) vs Dsr=0,955 0,0340
Tansania (Sadani GR, 2 D =0,926 0,1479
Selous GR) ®cr = 0,605 <0,0010
Shimba Hills NR vs. ®sr= 0,943 0,0420
Sadani GR vs. Selous GR 3 Dsc =0,926 <0,0010
®Dcr=0,229 0.1888
Shimba Hills NR vs. ®sr= 0,949 0,0490
nérdl. Rufiji vs. 3 Dsc =0,200 0,4725

siidl. Rufiji ®cer=0,937 <0,0010
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Das Resultat der AMOVA-Analyse in Tab. 3 ergibt den hochsten ®crWert (®cr = 0,937; p <
0,001), wenn die Gesamtpopulation in drei Subpopulationen (1) Shimba Hills NR, (2) nordlich des
Rufiji und (3) siidlich des Rufiji unterteilt wird. Dagegen sinkt der ®crWert dramatisch auf 0,229, p
= 0,1888 ab, wenn die Gesamtpopulation nach den drei Schutzgebieten (1) Shimba Hills NR, (2)
Sadani GR und (3) Selous GR unterteilt wird. Dieses Ergebnis weist nachdriicklich darauthin, daf3
der Rufiji offensichtlich eine wirksame geographische Barriere fiir die genetische Differenzierung
der kiistennahen Rappenantilopen-Population in Ost-Tansania darstellt. Weitere Unterstiitzung
kommt durch die Anwendung einer Methode von Page 1993, die nach der besten Ubereinstimmung
zwischen dem Gen-Stammbaum und einem optimalen geographischen Netzwerk sucht.

Abb. 11 Zoogeographische Kartierung der mtDNA-Linien von Rappenantilopen in Ost-Afrika.
Duplikationen sind durch Pfeile angezeigt.

Abbildung 11 zeigt, daB die beste Ubereinstimmung mit nur einer Uberlappung erreicht wird, wenn
die mtDNA-Sequenzen durch den Rufiji getrennt werden. Die Annahme, daB sich die mtDNA-
Sequenzen auf die Schutzgebiete Sadani GR und Selous GR verteilen, bendtigt zwei Duplikationen
und ist daher abzulehnen.7.5 Genfluf3

Auf der Grundlage des erstellten Datensatzes konnen erste Abschidtzungen des genetischen
Austausches zwischen geographisch getrennten Lokalpopulationen nach einer Methode von
Hudson, Slatkin und Maddison 1992 durchgefiihrt werden. Es werden 3 Lokalpopulationen (Shimba
Hills NR, nordl. Rufiji und siidl. Rufiji) definiert.

Tab. 4 Bestimmung des genetischen Austausches zwischen Lokalpopulationen der ostafrikanischen
Rappenantilope. Fsr Werte (unter der Diagonale) und N, (iiber der Diagonale).

Shimba Hills NR nordl. Rufiji siidl. Rufiji
Shimba Hills NR - 0,02 0,00
nordl. Rufiji 0,9597 - 0,03
siidl. Rufiji 1,0000 0,9398 -

Die Resultate in Tab. 4 geben keinen Hinweis auf demographischen und genetischen Austausch
zwischen den definierten Lokalpopulationen. Dagegen 148t sich ein moderater Genflul (N.,= 3,2)
zwischen den etwa 200 km voneinander entfernten Populationen im Sadani GR und Selous GR
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feststellen. Diese Ergebnisse miissen allerdings als vorldufig betrachtet werden, da die
Stichprobenanzahl (6 Individuen) relativ zur Populationsgrofe (ca. 1600 Individuen) gering ist.

7.6  Diagnostische Genmarken

Fiir die Entwicklung einer einfachen Labormethode zum schnellen Nachweis von DNA-Sequenz-
Unterschieden zwischen Rappenantilopen aus den Lokalpopulationen in Kenia und Tansania sollte
eine PCR-gestiitzte Analyse von DNA-Restriktions-Fragmentlingen-Polymorphismen genutzt
werden. Diese Methode beruht auf nachgewiesenen DNA-Sequenzunterschieden, ohne in jedem
Falle eine aufwendige Sequenzierung individueller Gene durchfilhren zu miissen. DNA-
Sequenzunterschiede werden auf ihre Eignung als Schnittorte flir spezifische Restriktionsorte
gepriift. Die An- bzw. Abwesenheit solcher Schnittorte fiihrt nach entsprechender Restriktion zu
unterschiedlichen und damit diagnostischen Schnittmustern, die mit einfachen elektrophoretischen
Auftrennungsverfahren nachgewiesen werden konnen. Tab. 5 zeigt das Ergebnis der Suche nach
diagnostischen Restriktionsorten im Vergleich der Cytochrom b Sequenzen von Tieren aus Shimba
Hills NR und Sadani GR.

Tab. 5 Restriktionsorte in der kompletten Nukleotidsequenz des Cytochrom b Gens von
Rappenantilopen aus (A) Shimba Hills NR und (B) Sadani GR. Diagnostische, d.h. exclusive in der

jeweiligen Sequenz vorkommende Schnittorte sind fettgedruckt.

A.

Enzym Oort Schnitte Positionen (und FragmentgrdéBen)
AatI AGG"CCT 1 (300) 300 (841)

AatII GACGT”C 1 (214) 214 (927)

AccI GT"MKAC 1 (508) 508 (633)

AcyI GR”CGYC 1 (214) 214 (927)

AlwI GGATC(4/5) 1 (313) 313 (828)

ApoT RANAATTY 1 (629) 629 (512)

AvrII C"CTAGG 2 (108) 108 (579) 687 (454)
BanlI G"GYRCC 1 (691) 691 (450)

BbiII GR"CGYC 1 (214) 214 (927)

BclI T~GATCA 1 (2) 2 (1139)

BlnI C"~"CTAGG 2 (108) 108 (579) 687 (454)
BmyT GDGCH"C 1 (692) 692 (449)

BsaBI GATNN"NNATC 1 (3) 3 (1138)

BsaHI GR"CGYC 1 (214) 214 (927)

BsiBI GATNN"NNATC 1 (3) 3 (1138)

BsiQI T~GATCA 1 (2) 2 (1139)

Bspl2861 GDGCH"C 1 (692) 692 (449)

BspHI T"CATGA 1 (85) 85 (10506)

BspMI ACCTGC (4/8) 2 (587) 587 (325) 912 (229)
BsrFI R"CCGGY 1 (1105) 1105 (306)

Cfrl0I R"CCGGY 1 (1105) 1105 (36)

Eco641 G"~"GYRCC 1 (691) 691 (450)

Ecol30I Cr"CWWGG 2 (108) 108 (579) 687 (454)
Ecol4d7I AGG"CCT 1 (300) 300 (841)

EcoT141 Cr"CWWGG 2 (108) 108 (579) 687 (454)
EcoT22I ATGCA"T 1 (286) 286 (855)

Fbal T~GATCA 1 (2) 2 (1139)

Hgal GACGC (5/10) 1 (640) 640 (501)

HinlI GR"CGYC 1 (214) 214 (927)

HincII GTY"RAC 1 (217) 217 (924)

HindII GTY"RAC 1 (217) 217 (924)

MamI GATNN"NNATC 1 (3) 3 (1138)

Mphl1103T ATGCANT 1 (286) 286 (855)

MselI TATAA 3 (121) 121 (556) 677 (126) 803 (338)
MslI CAYNN"NNRTG 2 (83) 83 (918) 1001 (140)
NsiI ATGCA"T 1 (286) 286 (855)

NspI RCATG"Y 2 (246) 246 (42) 288 (853)
PpulOI A"TGCAT 1 (286) 286 (855)

Rcal T~CATGA 1 (85) 85 (1050)

Sau961l G”GNCC 1 (141) 141 (1000)




Scal AGT"ACT 3 (726) 726 (177) 903 (186) 1089 (52)
Sdul GDGCH"C 1 (692) 692 (449)

SfaNI GCATC (5/9) 2 (259) 259 (801) 1060 (81)

SfcI C"TRYAG 1 (374) 374 (767)

Spel A"~CTAGT 1 (723) 723 (418)

Sspl AAT"ATT 1 (264) 264 (877)

Stul AGG"CCT 1 (300) 300 (841)

Styl C”CWWGG 2 (108) 108 (579) 687 (454)

Nichtschneidende Enzyme:

AccIII, Acc65I, AflII, AflIII, AgeI, Alw2lI, Alw26I, Alwd44I, AlwNI, Aor51HI, ApalI, ApalI, AscI,
Asel, AsnI, AspIl, Asp700I, Asp718I, AspEI, AspHI, Asull, Aval, AvilIl, AxyI, BalIl, BamHI, BanII,
BanIII, BbeI, BbrPI, BbsI, BbuIl, BbvI, BcgI, BcoI, BfrI, BglI, BglII, BpmI, Bpull02I, BpuAI, Bsal,
BsaAI, BsaMI, BsaOI, BsaWI, BscI, Bsc9l1I, BscCI, BseAI, BseNI, BsgI, Bshl1285I, BsiCI, BsiEI,
BsiHKAI, BsiMI, BsiWI, BsiXI, BsmI, BsmAI, BsmFI, Bspl3I, Bsp68I, Bspl06I, Bspll9I, Bspl20I,
Bspl43II, Bspl407I, BspCI, BspDI, BspEI, BspMII, BspM90I, BspXI, BsrI, BsrBI, BsrDI, , BsrGI,
BssHII, BstI, Bst71I, Bstl107I, BstBI, BstEII, BstPI, BstUI, BstXI, BstYI, BstZI, Bsul5I, Bsu23I,
Bsu36I, CcrI, CelII, Cfr9I, Cfr42I, ClaI, CpoI, CspI, Csp45I, CvnI, DraI, DraIl, DraIII, DrdI, DsalIl,
EaeI, EagI, Eamll04I, Eamll05I, EarI, Ecll36II, EclXI, Eco24I, Eco3lI, Eco32I, Eco47III, Ecob52I,
Eco571I, Eco72I, Eco81I, Eco88I, Eco91I, Ecol05I, EcoICRI, EcoNI, Eco065I, Eco0109I, EcoRI, EcoRV,
EheI, EspI, Esp3I, FdiII, FokI, FspI, Gsul, HaeII, , HgiAI, HindIII, Hpal, HphI, KasI, KpnI, Kpn2I,
KspI, Ksp632I, Lspl, MboII, McrI, MflI, MluI, MroI, MscI, MspAlI, MstI, MstII, MunI, Mval269I, NaeI,
NarI, NciI, NcoI, NdeI, NgoMI, NheI, NotI, Nrul, NspIII, NspV, NspBII, PacI, Pael, PaeR7I, Pfl123II,
Pf1MI, PinAI, PleI, PmaCI, PmeI, PmlI, PpuMI, PshAI, Psp5II, Pspl406I, PspAI, PstI, PvuI, Pvull,
RsrII, SacI, SaclI, SalI, SapI, Saul, SexAI, Sfil, Sful, SgrAI, Smal, SnaBI, Snol, SphI, SplI, SpoI,
SrfI, Sse8387I, SstI, SstII, SunI, SwaI, TthlllI, Van91lI, VspI, Xbal, XcmI, XhoI, XhoII, XmaI,
XmalIIIl, XmnI, XorII.

B.

Enzym Oort Schnitte Positionen (und FragmentgrdéBen)
AatT AGG"CCT 1 (300) 300 (841)

AcclI GT"MKAC 1 (508) 508 (633)

AlwI GGATC (4/5) 1 (313) 313 (828)

Apol RMAATTY 1 (629) 629 (512)

AvrII C~"CTAGG 2 (108) 108 (579) 687 (454)
BanI G~GYRCC 1 (691) 691 (450)

BclI T"GATCA 1 (2) 2 (1139)

BlnT C~CTAGG 2 (108) 108 (579) 687 (454)
BmyT GDGCH"C 1 (692) 692 (449)

BsaBI GATNN"NNATC 1 (3) 3 (1138)

BsiBI GATNN"NNATC 1 (3) 3 (1138)

BsiQI T~GATCA 1 (2) 2 (1139)

Bspl2861 GDGCH"C 1 (692) 692 (449)

BspHI T*CATGA 1 (85) 85 (1050)

BspMI ACCTGC (4/8) 2 (587) 587 (325) 912 (229)
BsrFI R"CCGGY 1 (1105) 1105 (36)

Cfrl01I R*"CCGGY 1 (1105) 1105 (36)

Eael Y~*GGCCR 1 (1103) 1103 (38)

Eco641 G"GYRCC 1 (691) 691 (450)

Ecol30I CNCWWGG 2 (108) 108 (579) 687 (454)
Ecol471 AGG"CCT 1 (300) 300 (841)

EcoT141 Cr"CWWGG 2 (108) 108 (579) 687 (454)
EcoT221 ATGCA"T 1 (286) 286 (855)

Fbal T~GATCA 1 (2) 2 (1139)

Hgal GACGC (5/10) 1 (640) 640 (501)

HincII GTY"RAC 1 (217) 217 (924)

HindII GTY"RAC 1 (217) 217 (924)

MamI GATNN”"NNATC 1 (3) 3 (1138)

Mphl1103I ATGCANT 1 (286) 286 (855)

MseI TATAA 2 (121) 121 (556) 677 (464)

MslTI CAYNN”NNRTG 3 (83) 83 (918) 1001 (82) 1083 (58)
NsiT ATGCANT 1 (286) 286 (855)

NspI RCATG"™Y 2 (246) 246 (42) 288 (853)
PpulOI A"TGCAT 1 (286) 286 (855)

Rcal T~CATGA 1 (85) 85 (1056)

Sau961 G”~GNCC 1 (141) 141 (1000)

Scal AGT*ACT 2 (726) 726 (177) 903 (238)
Sdul GDGCH"C 1 (692) 692 (449)

SfaNI GCATC (5/9) 2 (259) 259 (801) 1060 (81)
SfcI C"TRYAG 1 (374) 374 (767)

Spel A"NCTAGT 1 (723) 723 (418)
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Sspl AAT"ATT 1 (264) 264 (877)
Stul AGG"CCT 1 (300) 300 (841)
StyTl C”CWWGG 2 (108) 108 (579) 687 (454)

Nichtschneidende Enzyme:

AatII, AccIII, Acc65I, AcyIl, AflII, AflIII, AgeI, Alw2lI, Alw26I, Alw44I, AlwNI, Aor51HI, Apal,
ApalIl, AscI, AselI, AsnI, AspI, Asp700I, Asp718I, AspkEI, AspHI, Asull, Aval, AviII, AxyI, BalIl,
BamHI, BanII, BanIII, BbeI, BbiII, BbrPI, BbsI, BbuI, BbvI, BcgI, BcoI, BfrI, BglI, BglII, BpmI,
Bpull02I, BpuAI, Bsal, BsaAI, BsaHI, BsaMI, BsaOI, BsaWI, BscI, Bsc91I, BscCI, BseAI, BseNI, BsgIl,
Bsh1285I, BsiCI, BsiEI, BsiHKAI, BsiMI,BsiWI, BsiXI, BsmI, BsmAI, BsmFI, Bspl3I, Bsp68I, Bspl06I,
Bspll9I, Bspl20I, Bspl43II, Bspl407I, BspCI, BspDI, BspEI, BspMII, BspM90I, BspXI, BsrI, BsrBI,
BsrDI, BsrGI, BssHII, BstI, Bst71I, Bstl1107I, BstBI, BstEII, BstPI, BstUI, BstXI, BstYI, BstZzI,
BsulbI, Bsu23I, Bsu36I, CcrI, CelII, Cfr9I, Cfr421, ClaI, CpoI, CspI, Csp45I, CvnI, Dral, DralI,
DraIII, DrdI, Dsal, EagI, Eamll04I, Eamll05I, EarI, Ecll36II, EclXI, Eco24I, Eco3lI, Eco32I,
Eco4711I, Ecob52I, Eco57I, Eco72I, Eco81I, Eco88I, Eco91I, Ecol05I, EcoICRI, EcoNI, EcoO0651,
Eco0109I, EcoRI, EcoRV, EheI, EspI, Esp3I, FdiII, FokI, FspI, Gsul, HaeII, HgiAI, HinlI, HindIIT,
Hpal, HphI, KasI, KpnI, Kpn2I, KspIl, Ksp632I, LspI, MboII, McrI, Mf1lI, M1luI, MroI, MscI, MspAlI,
MstI, MstII, MunI, Mval269I, Nael, NarI, NciI, NcoI, NdeI, NgoMI, NheI, NotI, Nrul, NspIII, NspV,
NspBII, PacI, PaeI, PaeR7I, Pf1231I, Pf1lMI, PinAI, PlelI, PmaCI, PmelI, PmlI, PpuMI, PshAI, Pspb5II,
Pspl406I, PspAI, PstI, PvuI, PvulIl, RsrII, SacI, SacII, Sall, SapI, Saul, SexAI, SfiI, Sful, SgrAI,
Smal, SnaBI, SnoI, SphI, SplI, SpoI, SrfI, Sse8387I, SstI, SstII, SunI, Swal, Tthl1l1lI, Van91I, VspI,
XbaI, XcmI, XhoI, XhoII, Xmal, XmaIII, XmnI, XorII.

Tab. 6 zeigt Restriktionsorte in der Cytochrom b Sequenz, die exklusive entweder in Tieren aus
Shimba Hills NR oder Tansania vorkommen. Solche Restriktionsorte wéren besonders geeignet um
Linien, die urspriinglich aus Kenia stammen in der Rappenantilopen-Population, insbesondere in
Nordwest-Tansania nachzuweisen.
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Tab. 6 Diagnostische, d.h. unterschiedliche Restriktionsorte in der kompletten Nukleotid-sequenz
des Cytochrom b Gens der untersuchten Rappenantilopen.

Eae | AatII Acy I Bbi II Hinl I
SAl - + + + +
SA2 - + + + +
SA3 + _ _ _ —
SA4 + _ _ _ —
SA5 + _ _ _ —
SA6 + _ _ _ —

Andere Restriktionsenzyme finden Schnittorte an verschiedenen Positionen und liefern
unterschiedliche Fragmentmuster (Abb. 12). Mit diesem Ansatz kann das Risiko einer
unvollstindigen Restriktion erkannt bzw. vermieden werden.

Abb. 12 Restriktionsenzym-Analyse von PCR-amplifizierten Fragmenten des Cytochrom b Gens
zur  Identifizierung  populations-spezifischer =~ Polymorphismen. Bahn 1 und 5:
Molekulargewichtsmarker (100 bp ladder); Bahn 2 und 3: Restriktionsenzym Msel, mit einem 390
bp Fragment spezifisch fiir die Shimba Hills NR Population (Bahn 2) und einem 516 bp Fragment
spezifisch fiir Tiere aus Tansania (Bahn 3). Bahn 6 und 7: Restriktionsenzym Sca I, mit einem 290
bp Fragment spezifisch fiir Tiere aus Tansania (Bahn 7) und den Verlust dieser Bande spezifisch fiir
die Shimba Hills NR Population (Bahn 6). Bahn 4 und 8: ungeschnittenes 1236 bp Fragment.

8. Taxonomische Konsequenzen

Die vorliegenden genetischen Daten erlauben keine gesicherten Riickschliisse auf die umstrittene
Unterartenklassifikation von Hippotragus niger, da bisher kein Vergleichs-material von den
anerkannten Unterarten kirkii, anselli und niger zur Verfiigung stand. Eine hypothetische
Unterteilung der Stichprobe in zwei Unterarten, z.B. roosevelti (Shimba Hills NR) und kirkii (Ost-
Tansania), wire zwar aufgrund der beobachteten Sequenzdivergenz und phylogenetischen Analyse
moglich, wird aber durch das Ergebnis der AMOV A-Analyse (Tab. 3) nicht unterstiitzt. Es ist daher
aus populationsgenetischer Sicht nicht zweifelsfrei zu begriinden, da3 die Herde in Shimba Hills
NR/Kenia eine genetisch ausreichend abgrenzbare Subspezies darstellt. Wahrscheinlicher sind die
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Tiere aus Shimba Hills NR die nordlichsten (4°Siid) Mitglieder der geographisch strukturierten
Unterart roosevelti, die mindestens bis in das Gebiet des Selous GR verbreitet ist. Diese
SchluBfolgerung wird durch Untersuchungen von Groves 1983 unterstiitzt, der Belegexemplare aus
der Region Selous GR mit Hilfe craniometrische Messungen klar als Angehorige von H. n.
roosevelti 1identifiziert hat. Roosevelt & Heller 1922 geben den Kigani-Flu3 als siidliche
Verbreitungsgrenze von roosevelti an, wihrend Swynnerton & Haymann 1951 die Subspezies auf
Tansania beschrinken (Meester & Setzer 1971-1975). Durch Einbeziehung von Populationen, die
sich in westlicher und siidlicher Nachbarschaft des Stichprobengebietes befinden, sollten sich die
heutigen Verbreitungsgrenzen von roosevelti zu kirkii bzw. anselli mit Hilfe der DNA-
Sequenzierung eindeutig klaren lassen. Der Sequenzvergleich zwischen einem 486 bp Abschnitt des
Cytochrom b Gens einer Rappenantilope aus Malawi (Robinson & Bastos 1996) und unserem
Datensatz ergibt einen Unterschied von 2,3% und ist fast viermal groBer, als die Sequenzdifferenz
zwischen den Tieren aus Shimba Hills NR/Kenia und Ost-Tansania mit 0,78 + 0,11% in diesem
DNA-Abschnitt. Geographische und genetische Distanz machen es sehr wahrscheinlich, daf3 das
Tier aus Malawi eine eigene Unterart repriasentiert. Interessant sind in diesem Zusammenhang die
morphometrischen Befunde von Groves 1983, der in Malawi zwei unterscheidbare Unterarten kirkii
und anselli identifizierte. Museums-Exemplare, die im Siidosten Tansanias zwischen Rufiji und
Ruvuma gesammelt wurden, reprisentieren nach seiner Ansicht eine Uberlappungszone zwischen
den nordlich bzw. siid-6stlich davon verbreiteten roosevelti bzw. anselli. Exemplare aus Chera (8°
42’S - 36°50°0) und Nenura (8°30’S - 37°10°0) sind bereits eindeutig Vertreter von roosevelti,
wihrend Exemplare aus Lakua (13°10°S - 39°11°0) in Mosambik, nordlich des Sambesi der
Nominat-Unterart niger zuzurechnen sind. Diese in Abb. 13 dargestellte Hypothese machen die
abgebildete Region besonders interessant fiir genetische Untersuchungen der Divergenz und
geographischen Abgrenzungen von 3 benannten Unterarten (roosevelti, anselli und niger). Vertreter
der Unterart kirkii konnten im westlichen Tansania vorkommen.

Abb. 13 Kartierung der Fundorte morphometrisch identifizierter Unterarten der Rappenantilope in
Ost-Afrika nach Groves 1983. 1. anselli, 2. roosevelti, 3. niger, 4. Hybridform zwischen anselli und
roosevellti.

Zusammenfassung
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1. Die Nukleotidsequenzen des mitochondrialen Cytochrom b Gens und der Kontrollregion (D-
loop) von 6 Rappenantilopen (Hippotragus niger sp.) aus Ostafrika wurden bestimmt. Auf der
Grundlage dieser Sequenzinformation wurde die genetische Populationsstruktur analysiert.

2. Die ostafrikanische Population der Rappenantilope ist in Nord-Siid-Richtung entlang des 38.
Laengengrades genetisch hoch strukturiert (Psr = 0,941 p < 0,05).

3. Es werden erste Hinweise auf eine historische Trennung der Population in drei genetisch
unterscheidbare Subpopulationen (Pcr = 0,937, p <0,0010) gegeben. Die Linie Usambara-
Gebirge/Pangani-FluB3 im Norden und der Rufiji-FluB im Siiden Tansanias wirken vermutlich als
geographische Barrieren in der genetischen Differenzierung.

4. Die Schutzgebiete Shimba Hills NR, Sadani GR und Selous GR enthalten Vertreter der
entsprechenden Subpopulationen. Die mittlere genetische Distanz innerhalb der Strichprobe betrégt
1,22 + 0,82%. Die maximale genetische Distanz besteht mit 2,33% zwischen Tieren aus dem
Shimba Hills NR und dem Selous GR, siidl.Rufiji. Die Tiere aus der Region nordl. Rufiji (einschl.
Sadani GR) nehmen eine verwandtschaftliche Mittelstellung zwischen dem Tier siidl. Rufiji (d =
1,26 = 0,07%) und den Tieren aus dem Shimba Hills NR (d = 1,88 = 0,05%) ein.

5. Das Tier aus Sadani GR ist aufgrund der Sequenzdifferenzen mit den benachbarten Tieren
nordlich des Rufiji am nédchsten verwandt (d = 0,95%), wéhrend es von den Tieren aus Shimba Hills
NR 1,9% und dem Tier siidlich des Rufiji 1,3% entfernt ist.

6. Die genetische Analyse und morphometrische Untersuchungen von Groves 1983 unterstiitzen die
Annahme, daf3 die Rappenantilopen von Shimba Hills NR/Kenia bis zum Selous GR/Tansania der
Unterart H. n. roosevelti zuzuordnen sind.

7. Die Gendiversitit der ostafrikanischen roosevelti scheint auf wenige, geographisch getrennte
Subpopulationen mit kritischen BestandsgroBen verteilt zu sein. Ubernutzung lokaler Bestinde muf3
daher zwangsliufig zum Verlust der genetischen Vielfalt dieser Spezies filihren.

New results of studies of additional samples:

We previously expected the existence of two different subspecies of Hippotragus niger in East
Africa: roosevelti in the coastal region of Kenya and East Tanzania and kirkii in the western and
central part of Tanzania. A more extensive study with enlarged sample sizes and a greater number
of sampled locales has confirmed this subdivided population-genetic structure, which is concordant
with previous subspecies designations based on nonmolecular data (Groves 1983). The
phylogeographic structure and the genealogical relationship of nine mtDNA haployypes detected in
this study can be represented simultaneously on a minimum spanning tree (fig.1). The most
remarkable feature of the distribution and topology of mitochondrial diversity in sable antelopes is
the division of the mtDNA genealogy into two distinct clades, which have diverged from each other
by 13.3% and 4.6%, in the control region and cyt b gene, respectively. The eastern ‘clade’ is
composed of the haplotypes (G — 1) of three individuals from western and central Tanzania. The
depth of divergence is suggestive of a long-term matrilineal history of genetic isolation and supports
the conclusion that both clades should be regarded as separate subspecies.
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Legend to Fig.1

Minimum spanning network constructed from nine H. niger mtDNA Haplotypes detected in this
study. The letters within each circle indicate the haplotype designations. Numbers along connecting
branches indicate the number of mutational steps between haplotypes. The open circles indicate the
western/central Tanzania clade of haplotypes (G, Kigosi; H, Ugalla; I, Kizigo) and the shaded
circles indicate the clade of haplotypes from Kenia (A, Shimba Hills) and East Tanzania (B,
Saadani; C, D, E, F, Selous).
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