Molekulargenetische Untersuchungen
an Uberresten prakolumbischer Neuwelt-Camelidae
aus dem Palpa-Tal (Peru)

Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultiaten
der Georg-August-Universitit zu Gottingen

vorgelegt von
Rebecca Renneberg, geb. Schiitt
aus Remscheid

Goéttingen 2008



D7
Referent: Prof. Dr. B. Herrmann
Koreferent Prof. Dr. R. Willmann

Termin der miindlichen Prifung: 29.04.2008



Diese Arbeit wurde angefertigt am Johann Friedrich Blumenbach Institut fiir Zoologie und
Anthropologie, Abteilung Historische Anthropologie und Humandkologie der Georg-August
Universitit Gottingen im Rahmen des Projektes:

“NTG Projektverbund Nasca. Entwicklung und Adaption archdometrischer Techniken zur
Erforschung der Kulturgeschichte®.

Das Projekt wurde geférdert durch das Bundesministerium fir Bildung und Forschung (BMBF),
Foérderschwerpunkt "Neue naturwissenschaftliche Methoden und Technologien in den
Geisteswissenschaften". FKZ: 03HEX1VP

Projektleiter: Prof. Dr. B. Herrmann



Inhaltsverzeichnis

1 EANICITUNG .o 1
1.1 Besiedlungsgeschichte AMETIKAS.......ccooiviiciiiiiiiiiiiiicie s 2
1.2 DOMESHRAION. ..ottt 6
1.3 ANCIent DINA .o 11
1.4 Die Nasca-IKUtUL ..o 14
1.5 Neuwelt-Camelidae .......cccouviiiiiiiiiiiiiiiiicce s 19
1.6 Fragestellung und ZIEISEtZUNG .......ccvovviiieiiiiiiiiciciicicicct e snes 33

2 Exkurs: Grundlagen der Biologie und Kulturwissenschaften ..........coocevvicrvnicivniniinicenn. 34
2.1 Biologische Grundlagen: GenetiK.........coieiiiiiiniiiiiiiiiiiiicecee s 34

2.1.1 Mitochondriales Genom, Markersysteme und Speziesidentifikation.........ccccceevveviuncee. 37
2.1.2 MIKLOSALEIIEN ...t 42
2.1.3 Identifikation des PhANOLYPS ....ccccceuiuiieininininiiiiiiiccceceeieetese e 45
2.2 Biologische Grundlagen: Evolution und Systematik.........cccccoeeuiiiiininiiinnininincrncccccennes 47
2.2.1 Historischer Uberblick und Formulierung der Evolutionstheotien........o...vevverreenerennee. 48
2.2.2 Evolutionsmechanismen und Systematik.........cooeuviviiiiiiiiiiiiiiiccccencee 51
2.3 Biologische Grundlagen: Populationsgenetik..........ccevuiiuiiriiiiiiniiiiiniccniicecenesenens 55
2.4 Kulturhistorische Grundlagen........cccveiiiiiiiiiiniiiiiiceee s 61
2.4.1 Definition von Kultur , Sozialsystemen, Zivilisation und Religion..........ccccevvvivivinininnce. 601
2.4.2 Kulturwandel und seine UrSachen ........ccvcviiciniiiniciniiiccc s 64

3 Material und MethOden .......cciiiiiiiiiiiiiii s 69
3.1 Rezentes Probematerial und Vergleichssequenzen ..., 69
3.2 Ubetliefertes PrODENMALETIAl ... rueuureeuureesmreeseeeesnereiseeesseessseessseesssesssssesssssesssessssssssssssesssnnes 71

3.2.1 Peffil ALO ..ttt 72
3.2.2 JAULANZA co.oviiiiiii bbbt 73
3.2.3 LLOS MOLNIOS ..ttt 75
3.2.4 1a MUNQ ..ot 77
3.2.5 Hanaq Pachal......cccuiiiiiiiiciiiii s 78
3.2.0 MONEZIANAC......cuiuiiiiiiiiiiiiici bbb 78
B.2.7 CHIILO cociiii s 80
3.3. Probenvorbereitung und EXtraktion ... 81
3.3.1 Rezentes Material.......covuiiiiiiiiiiiiiiiiiccee e 81
3.3.2 Uberliefertes Material.......ovvuurveurverneresreeseesssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 82
3.4 Mitochondriale MarkerSySteme .....ccceueueueuiieiriiiiirininisirr ettt 83
BeA T CYD e e 84

342 COlP e 87



Inhaltsverzeichnis

BB INAS o 87
344 12STRINA Lo s 88
3.5 MIKLOSALEIIEEN. c..eviviieiiiiiiiciiii bbb 92
3.6 Analysesysteme zur Identifikation des Phanotyps......cccccvcviiiiiiiiiiiiccicicnine, 97
3.7 STALSTIK ..o 99
4 Typisierungsergebnisse und erste Ableitungen aus den Datensatzen ........ccccvvvcvivinicirivinnen, 100
AT CTD e 100
4.1.1 Rezentes Material.......ccooiiiiiiiiiiiiiii s 100
4.1.2 Uberhefertes MAterial.......o..ruuricereesrieneiisssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssees 104
A2 CONiiiiiii bbb 109
4.2.1 Rezentes Material.......ccooiiiiiiiiiiiii s 109
4.2.2 UDErHEfertes MAterial ... .vuurvurvereesresresesssssssssssssesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssnss 111
A3 NS bbb s 113
4.3.1 Rezentes Material.......ccooiiiiiiiiiiiiii s 113
4.3.2 UDErHEfertes MAterial ... . uurvurreriesresssesesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanss 114
4.4 T2STRINA-GEN .o 116
4.4.1 Rezentes Material......ccooiiiiiiiiiiiii s 116
4.4.2 UDErHefertes MAtErial ... ..uurvurvereerresnresesssssssssesssesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssessanes 117
4.5 MIKLOSALEIIEEN. c..vueiiiiiiiiici e s 119
4.5.1 Rezentes Material ... 119
4.5.2 UDErHEfertes MAterial ... . vuurververeesresrisssssssssssssssessssssesssssssesssessssssssssssssssssssssssssssssnss 121
4.6 Identifikation des PhANOtypPs......ccovviiiiiiiiiiiiiniiiiiiicieicicsicciessienessse e 122
5 Auswertung und Beurteilung des Erhaltungszustandes der DNA des tiberlieferten
ProbenmMAaterials .......cuvvueviiiiiiciiciicic e 124
6 Auswertung zur SpeziesidentifikAtioN ..o 129
7 Populationsgenetische AUSWEITUNEZ.........cvviiiviiiiiiiiiic s 135
7.1 AMOVA und Diversititen der gefundenen Haplotypen in rezenten Material................... 135
7.2 AMOVA, Diversititen und Netzwerke der gefundenen Haplotypen in tberliefertem
IMALELIAL. .. 137
7.3 Zusammenfihrung der Ergebnisse des rezenten und iiberlieferten Materials.................... 142
7.3.1 NEEZWETLKE ...ttt 142
7.3.2 Diversititen und AMOVA ..o 147
7.4 Variabilitit der Mikrosatelliten in phanotypischen und genotypischen Spezies.................. 149
8 Interpretation Und DISKUSSION ....cviiiiiiiiiiiiiccc s 154

8.1 DNA-Extraktion, Erhaltungszustand und Amplifikationserfolg...........ccoovevvviiiirinincnnn. 154



Inhaltsverzeichnis

8.2 ANalysemMethOden ...t 158
8.2.1 Mitochondriale DINA ... 158
8.2.2 MIKIOSALEILLEN ...ttt 159
8.2.3 Phinotypisch assoziierte SNPS ......ccccviiiiiiiiiii e 159

8.3 Variabilitit der untersuchten Neuwelt-Camelidae...........cccoceeiiiiiiiiiiiiiinninnnnccccccnes 161

9 Diskussion: Speziesidentifikation und Phylogenetik der Neuwelt-Camelidae...........ccccocevucuennees 165
10 Interpretation der erzielten Ergebnisse prikolumbischer Neuwelt-Camelidae und

Kontextualisierung dieser mit den Ergebnissen des Gesamtprojektes........covveviviicinivinicninnans 169
11 ZusammENTassSUNG .....c.ccuiviiiiiiiiiciiice e 173
T2 TAEEIATUL ..ttt bbb 176
13 APPENAIX ettt 197

13.1 Verzeichnis der Einheiten und AbKUrzungen ..o, 197

13.2 Gerite, Chemikalien und Einwegmaterialien ... 199

13.3 TabelleNannang..........cccuviiiiiiiiiii e 203

13.4 Dokumentation der Histologischen Knochenstruktur von Neuweltcamelidae

(EXEMPLALISCH) wuviviiiiiiiiiicii e 232



Einleitung

1 Einleitung

Die Erforschung von Kulturgeschichte ist zentrales Interesse in der Archiologie. Zunehmend
stutzt sich die Rekonstruktion vergangener Kulturen, auf die Verkniipfung der Ergebnisse
unterschiedlicher Teildisziplinen. So liefern Archidologie, Geologie, Anthropologie und
Biologie gemeinsam verldssliche Daten, die ein Gesamtbild der Kultur und ihrem kulturellen
Wandel formen.

Ein solches Verbundprojekt zur Erforschung der Siedlungsgeschichte der prikolumbischen
peruanischen Nasca Kultur (NTG Projektverbund Nasca. Entwicklung und Adaption
archdometrischer Techniken zur Erforschung der Kulturgeschichte.) begann 2003. Das
Projekt vereint die Disziplinen Archidologie, Chronometrie, Geophysik, Geomorphologie,
Keramikrekonstruktion, Photogrammetrie, Metallurgie und Molekulare Anthropologie.
Hauptziel ist die Erforschung der Kultur der Bewohner des Palpa-Tals, von der
Erstbesiedlung (ca. 3800 v. Chr.) bis zur Kolonialisierung durch die Spanier (1530 n. Chr.),
sowie die Kontextualisierung mit den Geoglyphen wund ihrer Bedeutung. Das
Forschungsgebiet umfasst die Region des Palpa-Tals, mit den Flissen Rio Grande, Rio Palpa
und Rio Viscas. Es liegt ca. 40 km nérdlich von Nasca (s. Abb. 1).

Abbildung 1: Lage des Palpa-Tals (Quelle: KAAK/DATI)

Fir das Palpa-Tal konnte bisher ein Besiedlungszeitraum seit der Initialzeit (1800-800 v. Chr.)

belegt werden. Prospektion und Datierung standen zunachst im Fokus. Die Erarbeitung einer
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numerischen Chronologie erfolgte. Die Analyse menschlicher und tierischer Uberreste, in
Addition zur Siedlungsarchiologie und geologischen Umweltrekonstruktion, sollten die
Lebensumstinde und Umweltbedingungen der Region im Wandel der Zeit erfassen. Die
Hauptausgrabungen haben an sechs Fundorten statt gefunden: Pernil Alto, Jauranga, Los
Molinos, I.a Mufia, Parasmarca und Chillo. Neben einer Fiille an menschlichen Uberresten,
Keramik, Textilien und anderen Artefakten, enthielten die Funde auch immer tierischer
Uberreste. Neben wenigen Knochen von Cervis spec. (Hirschartige), Canis spec. (Hundeartige)
und Cavia spec. (Echte Meerschweinchen), stammt die grof3e Mehrzahl der Knochen von
Neuwelt-Camelidae. Der natiirliche Lebensraum der Neuwelt-Camelidae liegt in Hohen itiber
2000 m. Das Antreffen einer hohen Anzahl an Camelidae-Knochen im Palpa-Tal, das auf
einer Hohe von 347 m 4. NN liegt, deutet also auf ein Importverfahren der (pri-)historischen
Bevolkerung hin. Dariiber hinaus besteht eine Vielzahl der gefundenen Textilien anteilig oder
komplett aus tierischer Wolle. Welche Spezies genau vorliegen war bisher nicht bekannt, da
eine morphologische Bestimmung (osteometrisch oder diametrisch an Wolle) der Neuwelt-
Camelidae nur bedingt moglich ist. Die Speziesidentifikation dient jedoch der Aufklirung der
okonomischen Struktur und Subsistenzstrategien (Jagd auf wilde Tiere versus Handel mit dem
Hochland versus Haltung). Die molekulargenetische Speziesbestimmung ist heute fur eine
Vielzahl von Arten moglich (s. z.B. Pfeiffer 2007), Neuwelt-Camelidae sind hier jedoch bisher
nicht vertreten. Dartiber hinaus kénnen anhand der genetischen Komposition von Individuen
verschiedener Spezies Aussagen tber Phylogenetik (s. z.B. Ostrander und Wayne 2007) und
Domestikationsprozessen (s. Kap. 1.2) getroffen werden.

Um ecinen Finstieg in die Thematik der vorliegenden Arbeit zu ermdglichen, wird im
Folgenden kurz auf die Besiedlungs- und Kulturgeschichte Stidamerikas eingegangen sowie
Grundlagen der Domestikation und aDNA-Analytik vorgestellt. Bevor die Formulierung der
Fragestellung und Zielsetzung erfolgt, werden die Nasca-Kultur, als Kulturperiode aus der die
Untersuchungsobjekte stammen, sowie Charakteristika der Neuwelt-Camelidae beschrieben.
Dies dient dem Verstindnis der Fragestellung sowie als Diskussions-Grundlage der erzielten

Ergebnisse dieser Arbeit.

1.1 Besiedlungsgeschichte Amerikas

Die Besiedlungsgeschichte Amerikas, ist seit der Entdeckung des amerikanischen Kontinents
und seiner Ureinwohnern Bestandteil zahlreicher Forschungsgebiete. Johann F. Blumenbach
unterteilte 1775 in seinem Werk ,,De Genetica Humani 1 arietate Nativa® die Menschheit in vier

Hauptrassen: Kaukasier, Mongolen, Amerikanische Indianer, und Afrikaner. Dabei
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beobachtete er die Ahnlichkeit zwischen Mongolen und Amerikanischen Indianer und folgerte
eine enge Verwandtschaft dieser beiden Rassen. Er ging von mehreren Migrationen in den
amerikanischen Kontinent aus, wobei die Eskimos als letztes eingewandert seien, da diese die
meiste Ahnlichkeit zu den Mongolen aufweisen wiirden. Bis heute gibt es Spekulationen iiber
transozeanische Kontakte, die z.B. anhand genetischer Untersuchungen von domestizierten
Tieren und ihrer Ahnlichkeiten, begriindet werden (s. z.B. Storey et al. 2007). Auch eine
Besiedlung durch Seefahrer aus Europa oder dem Suidpazifik werden immer wieder postuliert.
Diese Theorien sind meist wissenschaftlich nicht haltbar. Genetisch und linguistisch ist heute
belegt, dass die amerikanischen Ureinwohner von Asiaten abstammen, explizit von Sibirern.
Neben spezifischen Allelen in autosomalen STRs, teilen sie sich die mitochondrialen
Haplogruppen A, B, C und D (Eshleman et al. 2003). Die Besiedlung des Nord-
Amerikanischen Kontinents wird heute auf ca. 20000 J. v. h. datiert. Eindeutig belegt ist, dass
diese Besiedlung tber die Beringstrasse erfolgte. Wihrend der letzten FEiszeit war diese
Passage begehbar und eine Migration nach Alaska war méglich. Die derzeit gingigste Theorie

ist in Abbildung 2 dargestellt.

“Maturation” of the
New World founders
-A2:B2; Clb; Clc;
Cld; C4c; DI; D4h3;
X2a - during the LGM
in the Beringian glacial
refugium

thousands of

Abbildung 2: Theorie der Besiedlung Nord-Amerikas und Anzahl méglicher Besiedlungswellen (aus Tamm et al.
2007)

Es wird von mindesten zwei Besiedlungswellen und einem lingeren Stillstand der
Migrationsbewegungen in der Beringstrasse ausgegangen (genetische Untersuchungen, Tamm

et al. 2007). Die Zahl der Besiedlungswellen kénnte jedoch deutlich héher gewesen sein, da
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eine hohe Anzahl verschiedener mitochondrialer Haplotypen angetroffen wird (Wenke et al.
1995). Linguistisch werden drei Migrationswellen bestimmt. Die erste erfolgte durch die heute
Amerind-sprachigen Populationen, die zweite durch Na-Dene-sprachige Gruppen und die
dritte durch Aleut-sprachigen Gruppen (Crawford 1998). Eine Begriindung der Ausbreitung
sibirischer Jager-Sammler Populationen in den amerikanischen Kontinent, wird in der
ansteigenden Populationsgréle gesehen, die zu einer Spaltung der Gruppe fithrte (Crawford
1998). Die Expansionswege der Siedler in den Nordamerikanischen Kontinent und in den
Sud-Amerikanischen Kontinent sind nicht eindeutig geklirt. Grund hierfir sind die

Landeismassenverbreitungen wihrend, und zum Ende, der letzten Eiszeit (s. Abb. 3).

] Glaciation and Bing it f ohe Pless w

¥

LL0 prara w5

Abbildung 3: Landeismasse wihrend des spiten Pleistozins und frithen Holozin (aus Pielou 1991)

Erst ab ca. 13000 J. v. h. war ein ca. 1500km breiter Korridor begehbar. Am westlichen Rand
des Kontinents existierte ein zweiter kontinuierlich begehbarer Korridor. Die Frage welcher
von beiden zur Besiedlung des Std-Amerikanischen Kontinents genutzt wurde ist nicht
geklirt. Die ersten Jager Sammler Funde in Siid-Amerika datieren auf ca. 13000 J. v. h. (Chile,
Monte-Verde) und 10000-11000 J. v. h. (Brasilien, Caverna da Pedra).

Siedlungs- und Kulturgeschichte Siid-Amerikas

Fir das Pleistozan wird fiir Siid-Amerika von einer geringen Besiedlungsdichte ausgegangen.
Zwei Theorien der Besiedlung werden derzeit angenommen. Bonavia und Monge (1999)
nehmen zwei Besiedlungsrouten an, eine fithrte in das Amazonasbecken, die andere tber die
Anden in den Siiden. Dillehay (2000) geht von einer Besiedlungsroute entlang des pazifischen
und atlantischen Ozeans aus. Nachweisbar ist heute eine Ausbreitung der Proto-Arawaken-
Kultur von Norden bis Siid-Westen und eine Ausbreitung der Tupian-Kultur in den Sid-

Osten (Crawford 1998). Das Holozin stellte durch den einsetzenden klimatischen Wandel

4
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neue Herausforderungen an die Jiger- und Sammler-Kulturen. Das frihe Holozdn war
geprigt von einer Neuentwicklung adaptiver Strategien. An den Kiisten entwickelten die
Bewohner neue Techniken des Fischfangs, was mit dem Ansteigen des Meeresspiegels
assozilert werden kann (Marchant et al. 2004). In den Anden entsteht eine koevolutive
Beziehung zwischen den Menschen und den dort natiirlich vorkommenden Neuwelt-
Camelidae (Scheinsohn 2003). Die Artefakte dieser Zeit verinderten sich und reprisentieren
damit die Entwicklung neuer Technologien. Um 5000 v. Chr. verindert sich die
Bestattungspraxis und die ersten fardo funerario (Mumienbiindel) entstanden. Das spite
Holozin zeichnet sich durch die Ausbildung immer komplexerer Gesellschaftsformen aus.
Der Austausch von Waren entstand (z.B. Obsidian und Spondylus; Smith and Schreiber
2005), Agrikultur (ca. 6000 v. Chr.) und Pastoralismus (ca. 4000 v. Chr.) entwickelten sich und
die kulturellen Uberreste zeigen eine Vielfalt der sozio-kulturellen Organisation in Stid-
Amerika. Die Sesshaftwerdung im Std-Zentral-Andenraum kann fiir das Archaikum (2000 v.
Chr.) belegt werden (Aldenderfer 1989). Abbildung 4 zeigt einen Uberblick einiger Kulturen
im Westen Stidamerikas ab 1200 v. Chr. .

Feit | Moed. | el | Sud- | N [ Z [ % [ Relave
— kiiste. | st ] higste | Hachinnd Hochland ] Hochland | Clhmonologe
n.Chr
Wl | INKA
L5300 4 Spater Homzont
1400 CHIMU :

oo | CHANCAY 1A
B0 | Soate
fio0 | R'.'-'-'l:-:'i'.l.':'.r-.'r|l'-11
100 ILAMBAYEQUE
0 | WARI
i | Matlerer
i [ Hist
[ i)
{ o ] F
L': { MNAZCA
) 850

il AT T :i'.. rmnde

(] |
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i .
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o
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B0
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Abbildung 4: Kulturen im Westen Stidamerikas im spiten Holozin (nach Benson und Cook 2001)

An der Kuste Perus entstanden noch vor Ausprigung der Agrikultur grofle Tempelanlagen,

die auf ein komplexes politisches und religioses System hinweisen (Moseley 1972). Die
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Aufgabe dieser Ritual-Komplexe erfolgte ca. 1000 v. Chr., an den Bauten lassen sich
Verstirkungen nachweisen, die vermutlich vor Schlamm-Lawinen schiitzen sollten.

Die Region um den Titicaca-See ist seit ca. 10000 Jahren besiedelt. Zunichst durch Jiger-
Sammler-Kulturen, die ab ca. 2000 v. Chr. sedentir wurden. Ab 800 v. Chr. entwickelten sich
Stimme und die Region war geprigt von dynamischen Prozessen, so dass fiir manche
Populationen die Staaten-Definition getroffen werden kann (Stanish 2006). Die Tiahuanaco-
Kultur entwickelte sich aus diesen kleineren Gruppen und wurde zum Konigreich. Die
Subsistenzstrategie waren Agrikultur (ab ca. 800 v. Chr.) und intensive Herdenhaltung von
Neuwelt-Camelidae. Die Domestikation des Lamas wird fir diese Region ab ca. 5000-4000 v.
Chr. angenommen (Wheeler 1995). Die Besiedlung der See umgebenden Region war abhingig
von dessen Wasserstand und es konnten fur verschiedene Okologische Bedingungen
angepasste Strategien der Agrikultur nachgewiesen werden (Stanish 2000). Far die
Tiahuanaco-Kultur ist keine militirische Territorialkontrolle zu belegen (Smith and Schreiber
20006). Der Untergang der Tiahuanaco-Kultur wird mit einer lang anhaltenden Dirre assoziiert
(s. Abb. 23, Brooks 2000).

Die Siedlungsgeschichte Stid-Amerikas ist besonders fiir die Hochkulturen (Inka, Tiahuanaco,
Wari) gut erforscht. Andere Kulturen wie z.B. die Nasca (s. Kap. 1.4) waren bis vor einigen

Jahren nur bruchstiickhaft erschlossen.

1.2 Domestikation

Domestikation bezeichnet den Prozess der intentionellen Zihmung und Zucht wilder Tiere
und Pflanzen. Die Subsistenzstrategie die auf Domestikation von Tieren beruht wird als
Pastoralismus bezeichnet. Auf Domestikation von Pflanzen beruhend, wird sie als Agrikultur
bezeichnet.

Die biologische Definition sieht als Hauptkriterium der Domestikation die Zuchtkontrolle
(also die Isolation von der Wildpopulation). Die soziale Bedeutung der Domestikation duf3ert
sich in der Interaktion zwischen Menschen, bei der Tiere als Vehikel dienen (Russel 2002).
Bereits 1883 beschrieb Darwin in dem Werk “The wvariation of Animals and Plants under
Domestication® die Verinderungen und Variabilititen domestizierter Spezies. Er erkannte, dass
neben der artifiziellen Selektion durch den Menschen auch natiirliche Selektion zum Tragen
kommt. Die artifizielle Selektion beschrieb er als unbewusst, da Tiere oder Pflanzen nicht
nach ihrer Fitness, sondern nach Votlieben, die das duflere Erscheinungsbild betreffen,

ausgewahlt wurden. Er beobachtete auch, dass der Prozess der Domestikation kein schneller
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geradliniger Erfolgsweg wire, sondern stetigen Riickschligen durch Reversionen zu
urspringlichen Charakteristika ausgesetzt sei. Er sah den Prozess der Domestikation als
zeitaufwendigen Prozess. Die so entstandenen Varianten seien als Rassen zu bezeichnen, die
eine groB3e Variabilitit in homologen Merkmalen aufweisen kénnen (Darwin 2001).
Der Prozess der Domestikation enthilt folgende Schritte: Abtrennung einer kleinen Gruppe
von der Wildform, Zihmung und Habituation in Siedlungsnihe. Durch die neue Umgebung
wirkt natirliche Selektion, artifizielle Selektion wirkt durch den Menschen (6konomisch,
kulturell oder édsthetisch motiviert). Die letztendlich sichtbare Verinderung setzt durch den
genetischen Wandel ein (Clutton-Brock 1999).
Die meisten domestizierten Tiere weisen dhnliche Merkmalsverinderungen auf (Trut et al.
1999):

- Verinderung der Kérpergrofie zu einem Extrem (sehr grof3 oder sehr klein)

- Veranderungen der Haarstruktur (lockiger, kiirzer oder linger)

- Verinderung der Haarfarbe (hohe Variabilitit und Piebaldie)

- Verinderung der Schwanzform (Ringelschwinze, kiirzere Schwinze)

- Verlust der Saisonalitit

- frahere Maturitit

- Prognathie

- dicke Fettschicht unter der Haut (Clutton-Brock 1999)

- Reduktion der HirngroB3e und Reduktion der SchidelgroBle (Kruska 2005)

- Retention juveniler Merkmale in adultem Zustand

Belyaev (1978) konnte diese Verinderungen in der Erst-Domestikation von Fichsen
nachweisen. Es bedurfte 15-20 Generationen, bis die Fiichse als domestiziert zu betrachten
waren.

Nur rund zwanzig der heute existierenden Sidugetier-Arten gelten als domestiziert,
domestizierte Vogel-Arten gibt es sogar nur zehn, was proportional gesehen, gemessen an der
Artenzahl, sehr wenig ist (Mignon-Grastreau 2005). In Abbildung 5 sind die wichtigsten

domestizierten Arten und die Regionen ihrer Erstdomestikation verzeichnet.
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Canis spec., ca. 15000 v.Chr.

Equus spec., ca. 5500 v.Chr.
. ‘Bus spec., ca. 7000 v.Che.
Felis spec., ca. 5000 v.Chr. Bos spec., ca. 5000 v.Chr.,

S

Loxodonta spec., ca.2000 v.Chr.

Lama spec., NGRS Ovis spee., ca, 8000 v.Chr,

Capra spec., ca. T500 v.Chr.
Bos spee., ca. 6000 v.Chr,
Equus spee. ?

Camelus spec., ca. 2000 v.Chr,

Abbildung 5: Domestikationszentren und Zeitpunkt der Domestikation einiger Sdugetierarten (nach Clutton-
Brock 1999)

Die Begriindung fiir die Domestikation so weniger Spezies liegt in den Charakteristika der

Spezies selbst. Nach Diamond (2002) wird eine Spezies nicht domestiziert, wenn sie:

- einer Erndhrung bedarf, die nicht vom Menschen gewihrleistet werden kann
- langsame Wachstumsrate und Tragezeiten aufweist

- widerspenstiges Verhalten zeigt

- Sterilitit in Gefangenschaft aufweist

- sich keinen sozialen Hierarchien unterwirft und

- eine Tendenz zur Panik in Kontakt oder Gefangenschaft zeigt.

Eine weitere Frage ist die nach der Ursache der Domestikation, denn der Mensch existierte
bereits 200000 Jahre ohne Domestikation. Diamond (2002) sieht die Ursache der
Tierdomestikation in der Extinktion groBer Mammalia am Ende des Pleistozdns und die
Entwicklung von Lagerungsstitten, die zu einem Wachstum der Populationen fiihrte.
Uerpmann (1996) dagegen sieht den Prozess eher als Zufallsereignis. Durch den klimatischen
Wandel im frithen Holozin wurden die Lebensriume enger und Mensch und Tier lebten in
kleineren Nischen zusammen. Die Konstellation der Lebensumstinde fithrte so zunichst zu
einer Symbiose, auf welche der Mensch wie z.B. mit der Aufzucht junger Tiere reagierte. Die
Kenntnis iiber die Aufzucht konnte so weiter entwickelt werden und Domestikation konnte

entstehen. Ingold (1996) sieht Domestikation als Reflektion einer ansteigenden Abhingigkeit
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von Mensch und Tier. Der Prozess ist nicht als geplant zu betrachten, sondern ist ein Resultat
des Menschen aus seiner nattirlichen Umgebung heraus. Die Aufzucht von Tieren ist nach
ihm eine adaptive Anpassung.

Was auch immer die Ursachen fur die Entscheidung zur Aufzucht von Tieren herbeiftihrte,
klar ist, dass dieser Ubergang zu verschiedenen Zeiten in verschiedenen Regionen unabhingig
voneinander vollzogen wurde. In anderen Regionen dagegen wurde nie domestiziert. Dieser
Unterschied liegt wohl mal3geblich an den Umstinden denen eine Population ausgesetzt ist.
Groh (1999) sieht die Begriindung hierfiir in der sozialen Logik von Populationen, die iiber
die gewihlte Subsistenzokonomie entscheidet, die wiederum auf Mulepriferenzen und
Risikominimierungsstrategien zurtickzuftihren seien. Auch diese Theorie beruht letztendlich
darauf, dass Entscheidungen tber die Lebensart von den herrschenden Umweltbedingungen

abhingen.

Nach Clutton-Brock (1999) konnen die heute als domestiziert bezeichneten Arten in zwel
GroBgruppen unterteilt werden: ,,Partner* (Canis spec., Ovis spec., Capra spec., Sus spec., Bos taurus,
Bos indicns und Equus spec.) und ,,Ausgebeutete Gefangene® (Loxodonta spec., Felis spec., Lama
spec., Camelus spec, Rangifera spec., Bos frontalis, Bos ganrus, Bos javanicus, Bos grunniens, Bubalis bubalus,
Oryctolagus spec. und Mustela spec.). Partner zeichnen sich durch eine starke phinotypische
Abweichung von der Wildform aus, die durch starken artifiziellen Selektionsdruck
hervorgerufen wurde. Ausgebeutete Gefangene dagegen, dhneln dem Wild-Typus. Die
natiirliche Selektion wirkt deutlich stirker als die artifizielle, da auf die Paarung der Tiere
wenig oder kein Einfluss genommen wird. Dariiber hinaus zeigen ausgebeutete Gefangene
meist eine optimale Anpassung an eine harsche Umwelt (z.B. Héhenadaption der Lama spec.,

Wiistenadaption Camelus spec.).

Die genetische Untersuchung lebender Individuen domestizierter Spezies kann Aufschluss
tber die Abstammung und einen Hinweis auf evt. Stammformen geben. Mitochondriale DNA
eignet sich aufgrund ihrer gegeniiber autosomalen DNA héheren Mutationsrate besonders fiir
solche Untersuchungen (Tapio et al. 2003). Jedoch enthalten diese Ergebnisse keine Auskunft
tber den Zeitpunkt der Domestikation. Des Weiteren ergeben sich durch Rickkreuzungen,
Hybridisierungen und Inzucht genetische Muster, die meist einen deutlich lingeren
Domestikationszeitraum vermuten lassen (Vila et al. 2005). Anhand archiaologischer Funde
dagegen sind zeitliche Einordnungen des Auftretens domestizierter Varianten mdoglich.

Indirekte Merkmale kénnen die Uberreste von Pferchen, Speicheranlagen und Technologien
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sein (Zeder et al. 2006). Direkte Merkmale sind die Verinderungen der tierischen Uberreste.
Nach Legge (1996) sind fiinf Merkmale zu beurteilen:

- Kiiterium der Form und GréBle von Knochen (GroBenverminderung, Frakturen,
Belastungsspuren etc.).

- Biogeographische Merkmale, wie das Vorkommen von Speziesiiberresten aul3erhalb
ithres nattirlichen Verbreitungsgebiets.

- Paldogeographische Merkmale, wie die Anhdufung junger mannlicher Tiere in
Siedlungen.

- Merkmal der Speziesdominanz, d.h. eine Spezies tritt vermehrt in Siedlungen auf.

Anhand dieser Merkmale konnte zum Beispiel der Beginn der Domestikation der Ziege vor
ca. 9500-10000 Jahren in den Zagros Bergen (Iran) belegt werden (Zeder und Hesse 2000).

Die Untersuchung der DNA von tierischen Uberresten stellt eine weitere Zugangsmoglichkeit
dar. Anhand der genetischen Muster kénnen Ahnlichkeiten bzw. Transitionen zu heute
lebenden Populationen (wild- und domestizierte Formen) nachgewiesen werden. Dank solcher
Analysen kann der Status der Domestikation in einer Spezies zu einem bestimmten Zeitpunkt
aufgedeckt und mogliche Abstammungen belegt oder widerlegt werden. Keyser-Traqui et al.
(2005) konnten anhand der Untersuchung des d-/ogp in Uberresten skythischer Pferde (3. Jh. v.
h.) belegen, dass diese keine Ahnlichkeiten zum Przewalski-Pferd aufweisen. Die gefundenen
Haplotypen sind jedoch in Ziichtungen aus der Mongolei sowie Anatolien vertreten, so dass
der geographische Ursprung der skythischen Pferde weiterhin unbekannt bleibt. Die

Ergebnisse deuten jedoch auch auf eine mehrfache Domestikation des Pferdes hin.

Domestikation ist also der Ausdruck kultureller Verinderung, hin zu einer neuen
Uberlebensstrategie. Sie bewirkt, neben biologischen Konsequenzen fiir das Domestikat, auch
eine Vielzahl biologischer Anpassungen (z.B. Laktosepersistenz) und Neuerungen fiir den
Menschen. Die Genese einer Vielzahl von Krankheiten (z.B. Tuberkulose) war erst durch den
engen Kontakt zwischen Vieh und Mensch und einer zunehmenden Populationsgrofie
moglich (Diamond 2002). Die ernihrungsphysiologischen Vorteile der Agrikultur und des
Pastoralismus fithrten jedoch zu einer breiten Adaption dieser Strategien (s. Abb. 6). Neben
punktualistischer Neuerfindung dieser Strategien, fand eine Diffusion nach Europa statt.
Anhand archidologischer Funde kann eine Ausbreitung der Agrikultur von Studwest-Asien
nach Europa, mit einer Geschwindigkeit von ca. 1 km pro Jahr, belegt werden (Cavalli-Sforza

1996). Der Pastoralismus verbreitete sich wahrscheinlich durch die Migration nomadischer
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Gruppen. Der Ubergang vom Jiger-Sammler-Dasein zur sedentiren Lebensweise war kein
einseitiger Prozess. Vielmehr ist davon auszugehen, dass vielerorts Jdger-Populationen in
Dependenz von Populationen die Agrikultur betrieben, existierten (Gronenborn 1999). Bis
heute existieren diese Mischformen der Subsistenzokonomie. In Abbildung 6 ist der Riickgang

der Jiger-Sammler-Populationen in den letzten 10000 Jahre dargestellt.

ca. 10000 J.v.h.

ca. 5000 J.v.h.

20.Jh.

Abbildung 6: Riickgang der Jager-Sammler-Kulturen seit der Neolithisierung (nach Clutton-Brock 1999).
Legende: rosa= Subsistenzstrategie beruht auf Jagd und Sammeln

1.3 Ancient DNA

Als ancient DNA (aDNA) wird jene DNA bezeichnet, die aus Geweben toter Organismen
gewonnen wird und an der Degradierung gewirkt hat.

Die Analyse alter DNA kann fiir viele Fragen biologischer oder sozi-6kologischer Natur einen
Zugang bieten, insbesondere dann, wenn schriftliche Quellen fehlen. So konnte z.B. fiir
menschliche Uberreste von 38 Individuen aus einer bronzezeitlichen Hohle eindeutig eine
verwandtschaftliche Beziehung, tiber drei Generationen hinweg, belegt werden (Schilz 2006).
Auch Verwandtschaft auf héherer Ebene lasst sich nachweisen, so konnte z.B. fir das

Mammut eine engere Verwandtschaft zum asiatischen als zum afrikanischen Elefanten belegt
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werden (Krause et al. 2005). Auch wichtige Beitrige zum Prozess der Domestikation des
Rindes (Bollongino et al. 2003) oder der Evolution des Homo sapiens (Ovchinikov et al.

2000) konnten anhand von aDNA-Untersuchungen erbracht werden.

Das Ausmal3 der Degradierung der DNA eines verstorbenen Individuums hingt mal3geblich
von seinem Liegemilieu ab. So ist z.B. die Erhaltung der DNA in Proben aus dem Permafrost
(Rompler et al. 2006) deutlich besser, als z.B. von Proben die einem ariden Klima
entstammen. Optimal sind eine kiihle Temperatur, ein relatives Maf3 an Feuchtigkeit und die
Abwesenheit von Mikroorganismen (Hummel 2003). Es gibt mehrere Angaben zur zeitlichen
Uberdauerung von aDNA. Willerslev und Cooper (2005) geben einen Zeitraum von 10 kyr
fiir die Uberdauerung von 100-500bp in temperierten Zonen an, in Permafrost ist dieser
Zeitraum auf 100 kyr ausdehnbar. Marota et al. (2004) geben an, dass DNA in Papyrus nach
532-672 Jahren nicht mehr zu analysieren ist. Hofreiter et al. (2001) schlagen einen generellen
Uberdauerungszeitraum von nicht mehr als 100000 Jahren fir DNA vor. Diese Studien
berticksichtigen meist nur einen bestimmten Faktor der Degradierung, Willerslev und Cooper
beziehen sich hauptsichlich auf Temperatur, Marota et al. betrachten ausschlieBlich Papyrus
bei Lagerung in temperierten Regionen. Eine universelle Studie zum Prozess des DNA-
Abbaus nach dem Tod eines Individuums existiert nicht, so dass im Prinzip nur der Versuch

zeigen kann, ob ein (pri-)historisches Objekt noch analysefihige DNA enthilt.

Die Prozesse der Degradierung spiegeln sich in der Quantitit und der Qualitit der aDNA
wieder. Hiufig sind quantitativ in aDNA-Extrakten ca. 1-10 Kopien intakter autosomaler
Ziel-DNAs vorhanden (Westenthanner 2007). Mitochondriale DNA dagegen diirfte in einem
etwas hoheren Maf3e vorliegen, aber auch die Menge an mt-DNA in aDNA-Extrakten ist
gering. Der aDNA-Erhaltungsgrad ist auch abhingig vom beprobten Skelettelement
(Kleindorp 2006, Adler 2007) und Gewebetyp. Diese geringe Menge an authentischer alter
DNA zeigt die Anfilligkeit fiir Kontaminationen mit rezenter DNA. In der forensischen
DNA-Analytik koénnen z.B. selbst einzelne Epithelzellen zur DNA-Analyse und
Tateriiberfithrung ausreichen (Schmidt pers. comm.). Wenn solche Kleinstmengen gentigend
sind, um z.B. vollstindige genetische Fingerabdriicke zu liefern, dann sind sie zugleich
potentielle Kontaminanten, die das eigentliche authentische Signal der zu untersuchenden

alten Probe tiberlagern oder sich mit diesem vermischen kénnen.

Die qualitativen und quantitativen Unterschiede zwischen aDNA und rezenter DNA beruhen

auf Degradierungsprozessen. Prozesse, die qualitativ und quantitativ ersichtlich werden, sind
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Hydrolyse, die zu einer starken Fragmentierung fithrt, sowie Alkylierung und so genannte
Maillard-Reaktionen, die starke Verkniipfungen innerhalb und unter den verschiedenen
DNA-Stringen bewirken und so die Amplifikation der DNA verhindern (s. z.B. Willerslev
und Cooper 2005, Hummel 2003). Die jedoch wahrscheinlich gravierendsten Prozesse, die
rein qualitativer Natur sind, sind Oxidation und Hydrolyse einzelner Basen (Deaminierung),
da diese Prozesse direkt auf die Sequenz wirken und damit zu falsch-positiven Ergebnissen in
der Analyse fiihren kénnen (Hoss et al. 1996). Hofreiter et al. (2001) konnten in rund 10%
ithrer analysierten PCR-Produkte Substitutionen (Basenaustausche) feststellen. Binladen et al.
(2006) geben an, dass ein Basenaustausch von Cytosin durch Thymin am héufigsten zu
beobachten sei und kein Unterschied in der Substitutionsrate zwischen mitochondrialer und
chromosomaler DNA feststellbar wire. Gilbert et al. (2003) untersuchten die Wirkung der
Deaminierung im mitochondrialen Genom und stellten fest, dass diese besonders hdufig im
nicht kodierenden Bereich zu beobachten ist. Sie konnten so genannte hotspots, also Positionen

die deutlich haufiger mutieren als anderen, ausmachen.

Ein hiufig auftretendes Phinomen in aDNA-Analysen ist der so genannte a/lelic dropont. Dies
kann auf den hohen Degradierungsgrad zuriickgefihrt werden. Entweder das zu
amplifizierende Produkt, oder der Bereich in dem die Primer ansetzen, liegt nicht mehr intakt
vor. Dieses Phinomen jedoch als Authentizititskriterium anzufthren (Willerslev und Cooper
2005) ist nicht sinnig, da auch in lebenden Personen allelic dropout beobachtet werden kann.
Hier beruht das Phinomen meist auf Mutationen im Bereich der Primer-Bindungsstellen.
Auch tendiert aDNA aufgrund der geringen Menge intakter DNA zu Stotterartefakten. Bei
der Auswertung von aDNA miissen daher bestimmte Kriterien angewandt werden, die eine
sichere Typisierung des jeweiligen Individuums ermoglichen (s. z.B. Clayton et al. 1998)

Die dargestellten Prozesse zeigen, dass die Analyseverfahren den spezifischen Bedingungen
der aDNA angepasst sein miissen. Im Folgenden werden Losungsstrategien zur Vermeidung
Falsch-Positiver sowie dem geringen DNA-Gehalt Rechnung tragende Analysestrategien, die

in dieser Arbeit zum Tragen gekommen sind, tabellarisch vorgestellt (Tab. 1).
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Tabelle 1: Problematik der a-DNA Analytik und Losungsstrategien

Problematik Losungsstrategien Literatur
Kontaminations- | Tragen von Einmalhandschuhen, Mundschutz, Schutzbrille und Hummel 2003 S.
anfilligkeit Schutzkittel beim Umgang mit Probenmaterial und DNA-Extrakten 134, Willerslev und
Cooper 2005
GroBflichiges Abtragen der Probenoberflichen
Strikte Trennung von pri- und post PCR Bereichen Hummel 2003 S.
133
Dekontaminierung von Arbeitsflichen (Chlor) und Reaktionsgefilen | Willerslev und
(UV-Bestrahlung) sowie allen Gegenstinden (Pipettenspitzen etc.) die | Cooper 2005
mit dem Probenmaterial bzw. der aDNA in Verbindung kommen Hummel 2003 S.
136 ff
Multiplex-Typisierung erhéhen die Wahrscheinlichkeit den Eintrag Hummel et al. 2000
von Fremd-DNA zu erkennen
Mehrfachamplifikation aus unabhidngigen DNA-Extrakten zur Montiel et al. 2001
Konsistenziiberpriifung der Ergebnisse
Mitfiihren von Leer-Kontrollen im Verhiltnis 1:5 in jeder PCR Willerslev und
Cooper 2005
Degradierung Amplifikation von kurzen Produkten (bis 600 bp méglich, jedoch Hummel 2003 S.

meist deutlich kiirzer) und Anpassung der PCR-Parameter

102

Mehrfachamplifikation aus unabhingigen DNA-Extrakten zur
Konsistenziiberpriifung der Ergebnisse (Aufdeckung Falsch-Positiver
und Falsch-Negativer Ergebnisse)

Montiel et al. 2001

Multiplex-Amplifikation erhéhen die Wahrscheinlichkeit
Degradierung (wie allelic dropont 0.3.) zu erkennen

Hummel et al. 2000

Bei Verdacht auf Sequenz-Deaminierungsartefakte Sequenzierung
beider DNA-Stringe

Lutz et al. 1996

Neben diesen in Tabelle 1 aufgefiihrten Handhabungsmoglichkeiten, gibt es eine Vielzahl

weiterer Empfehlungen im Umgang mit aDNA (s. z.B. Willerslev und Cooper 2005), von

denen nicht alle Anwendung in dieser Arbeit gefunden haben. Ein Vorschlag ist z.B. die

unabhingige Reproduktion der Ergebnisse in einem zweiten Labor. Dies ist jedoch unnétig,

wenn im ersten Labor bereits alle oben aufgefiihrten Kriterien befolgt werden. Auch das

Klonieren von PCR-Produkten wird als Strategie zur Authentifizierung und Erkennung von

Deaminierungsartefakten vorgeschlagen. Fin solches Verfahren ist unnétig, wenn die

Amplifikation von aDNA aus unabhingig hergestellten DNA-Extrakten einer Probe erfolgt.

Mit dieser Strategie kénnen Deaminierungsartefakte aufgezeigt und die Authentizitit belegt

werden.

1.4 Die Nasca-Kultur

Die Nasca-Kultur existierte von ca. 100 v. Chr. bis 800 n. Chr. . Sie zeichnet sich durch eine

eigene Ikonographie, reprasentiert in hochwertiger Keramik und hochwertigen Textilien, aus.

Der Ausbreitungsraum erstreckte sich tiber ein Gebiet von der Paracas Halbinsel bis unterhalb

des Rio Trancas (s. Abb. 7).
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Abbildung 7: Vetbreitungsraum det Nasca-Kultur (Quelle: KAAK/DAT)

Von der Pazifikkiiste bis zur Westkordillere der Anden ist eine Ausbreitung tiber eine Breite
von ca. 100 km durch Siedlungsreste belegt. In diesem Gebiet konnte eine
Siedlungskontinuitit im Bereich des Palpa-Tals seit der Initialzeit (1800 v. Chr.) belegt werden.
Die Nasca-Kultur entwickelte sich aus der Paracas-Kultur, mit der sie einige
Verzierungsmuster der Keramik teilt. Anhand der Ikonographie kann die Nasca-Kultur in acht

Phasen unterteilt werden (s. Abb. 6).

JAHRE PERIODEN KULTUREN  PHASEN  KERAMIKSTILE FUNDORTE
1532 AD
SPATER HORIZONT Inka Inka Pueblo Nuevo
1400 AD
A SPATE Ica Ica Chillo
ZWISCHENPERIODE| ~ Chincha Chincha Pinchango Alto
1000
1000 AD
MITTLERER Chakipampa
800 HORIZONT War Loro {Nasca g) | 08 Molinos
650 AD
600 Nasca 7
530 AD Spit
Nasca 6
430 AD
La Mun:
400 Mittel Nasca 4, 5 fotivatige
330 AD FRUHE Nasca Hanag Pacha
ZWISCHENPERIODE
260 AD|
200 Frah Nasca 2, 3 Los Molinos
80 AD
60 AD
£0 , Nasca 1
UBERGANG Initial-Nasca Estaqueria
Ocucaje 10
?
-200
200BC Jauranga
Spét Ocucaje 8, 9 Pinchango
350 BC Viejo
400 400 BC FRUHER . it o sor|
aracas ittel cucaje 5, 6, lauranga
2080 o | HORIZONT i g
550 BC H
-600 z
3 . : Mollake Chico
E Fruh Qcucaje 3, 4 Pemil Alto
e}
-goo] |svosc L
860 BC
INITIALZEIT Puerto Nuevo Pernil Alto
1000 Disco Verde
1800 BC
ARCHAIKUM Keine Keramik
12000 BC

Abbildung 8: Chronologie der Nasca-Kultur (aus Unkel 2006)
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In den Stilen Nasca 1 und 2 stellt sich die Verzierung der Keramik noch als relativ natiirlich
dar und Zdhnelt deutlich der Paracas-Keramik. Silverman und Proulx (2002) sehen dies als
Zeichen der Bevolkerungskontinuitit. In Nasca 3 wandelten sich die Darstellungen auf der
Keramik zu ibernatiirlichen mystischen Wesen, in Nasca 4 wurden vermehrt geometrische
Symbole gezeichnet, in Nasca 5 zunehmend anthropomorphe Darstellungen. In Nasca 6 und
Nasca 7 entstehen neue Formen und Wesen sowie die Darstellung von Trophidenschidel. In
Nasca 8 vereinfachte sich die Bemalung der Keramik und es finden sich tberwiegend
geometrische Figuren. Rund dreiig Hauptmotive mit ca. 200 Varietiten lassen sich
ausmachen, die ab der Phase Nasca 5 eine deutliche Verinderung erfahren haben (Silverman
und Proulx 2002).

Die Textilien der Paracas-Kultur und der frithen Nasca-Kultur sind sehr hochwertig, und man
kann an ihnen die Thematisierung von Fruchtbarkeit und Transformation ablesen (Frame
2001). Die Textilien in Nasca 3 werden schlichter und die thematische Darstellung findet nun
tiberwiegend auf der Keramik statt (Proulx 2001). Dieser Ubergang der textilen Darstellung
hin zur keramischen Darstellung wird auf den zunehmenden Bedarf von Ritual-Keramik
zurtickgefithrt (Silverman und Proulx 2002). Die Symbolik der Nasca deutet auf einen
animistischen Glauben hin. Mit dem Auftreten neuer ikonographischer Symbole in der Phase
Nasca 5 scheint ein zunehmender Fruchtbarkeitskult und das Auftreten kidmpferischer

Auseinandersetzungen assoziiert zu sein.

Als Schliisselelement der Nasca-Kultur gelten die Geoglyphen. Diese sind grofiflichige
Oberflichenzeichnungen die durch das Umordnen von Oberflichen-Gestein entstehen.
Wihrend der Paracas-Kultur wurden Geoglyphen tiberwiegend additiv erstellt, d.h. es wurden
Steine aufgeschiittet um ein bestimmtes Bild zu erzielen. Wahrend der Nasca-Kultur wurden
die Geoglyphen substrativ, durch die Wegnahme der dunklen Oberflichen-Steine, angefertigt.
Neben biomorphen Figuren, wie Katzen, Affen u. 4., existieren iberwiegend geometrische
Figuren und Linien (s. Abb. 9). Ein Ubergang der biomorphen Figuren, hin zu groBen

geometrischen Formen ist ab Nasca 2 zu belegen.
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Abbildung 9: Trapez- Geoglyphe sowie mehrere einfache Linien (Quelle: KAAK/DAT)

Der Sinn und Nutzen der Geoglyphen ist ein umstrittenes Thema: Paul Kosoz sprach von
einem groBen astronomischen Buch, andere deuteten die Zeichnungen als religiése Pfade
(ceques). Die Untersuchungen, die Teil des Gesamtprojektes Nasca waren, zeigen jedoch
deutlich eine Assoziation mit religiosen Handlungen und einem Wasserkult
(Fruchtbarkeitskult, Lambers 2006). Dartiber hinaus kénnen sie als soziale Gebilde verstanden
werden (Silverman und Proulx 2002). Die in den Geoglyphen dargestellten biomorphen

nden.

ol

Abbildung 10: Petroglyphe in Chichictara (Palpa-Tal)

Die rituellen Handlungen der Nasca zeichnen sich durch eine Totenfiirsorge (Isla und Reindel
2006) und rituelle Zentren (Silverman und Proulx 2002) aus. Die rituellen Zentren sind durch
GroBbauten gekennzeichnet, in denen Feinkeramik, Textilien, Masken, spezielle Ornamentik

und Musikinstrumente als Artefakte zu finden sind.
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Die oOkologischen Bedingungen zur Zeit der Nasca-Kultur stellten eine grof3e
Herausforderung fiir die Bewohner dar. In dem Verbreitungsgebiet der Nasca-Kultur kénnen
heute sechs Lebensrdume unterschieden werden, die littorale Zone (Kustenstrang), die chala
(500m 4. NN., Agrikulturfliche), die yunga (Quebrada iber der chala 500-2300 4. NN.,
Hauptsiedlungszonen), die /lomas (Wistenrand zur Andenkordillere im Winter, Lomas-
Vegetation aufgrund leichtem Niederschlags), die pampa galeras (puna tber 4000 4. NN.,
Camelidae) und die tieferen Taloasen (Agrikultur). Insgesamt kann das Gesamtgebiet als
subtropische Halbwiiste bezeichnet werden. Solche Gebiete sind besonders anfillig gegentiber
hygrischen Verinderungen (Eitel 2006). Die Verschiebung des Wiistenrandes der Atacama ca.
2000 v. Chr. scheint der Ausléser des Ubergangs von der akeramischen archaischen Periode
zur Initialzeit zu sein (Eitel 2006). Eine Haufung der Siedlungen zu diesem Zeitpunkt in den
Taloasen ist festzustellen (Reindel pers. comm.). Die Taloasen boten weite Flichen fir die
Agrikultur. Uberwiegend wurden Mais, Erdniisse, Bohnen, Manioc und Kartoffeln sowie
Baumwolle angebaut (Silverman und Proulx 2002). Die Haltung von Camelidae in der
Historie der Palpa-Region ist derzeit nicht zu belegen, jedoch reprisentieren sie das am
Hiaufigsten genutzte Siugetier der Nasca-Zeit. Der Warenhandel mit Hochlandkulturen
(Obsidian) ist ebenso belegt wie der Handel mit maritim-subsitenten Populationen
(Spondylus-Muschel).

Die soziale Organisation der Nasca-Kultur ist nicht eindeutig geklirt. Silverman und Proulx
(2002) gehen von der Organisation in ay/lus aus. Dies sind Gruppen verwandter Personen, in
denen die hierarchische Struktur abhingig von der Abstammung ist. .4Ay/us wiren also nach
Service (1971) als Stimme einzuordnen. Der Fundort Cahuachi gilt als religiéses Zentrum der
frihen Nasca-Kultur. Nach Silverman und Proulx (2002) zeichneten sich die einzelnen
Siedlungen durch das Teilen der gleichen religisen Vorstellung unter getrennter sozio-
politischer Organisation aus. In Nasca 3 kann jedoch fiir den Fundort Los Molinos eine klare
Stratifizierung belegt werden (Isla und Reindel 2006). Zum Ende der Nasca 3 Phase wurde
Los Molinos aufgegeben. Silverman und Proulx (2002) bezeichnen die Nasca 4 Phase als
sozio-politisches Vakuum und sehen erst ab Nasca 5 einen starken Kulturwandel. Das
Auftreten der patriarchalischen Symbolik und das Auftreten einer Stil-Vielfalt, deuten sie als
Anzeichen fir einen kulturellen Bruch, der mit einem Zerfall in kleine Teilpopulationen
korreliert. Isla und Reindel (2006) dagegen sehen in der Phase Nasca 5 eine deutliche
Stratifizierung der Gesellschaft, die besonders am Fundort La Mufa deutlich wird. Sie deuten
den Fundort Cahuachi als politisches Zentrum, das durch La Mufia abgel6st wurde und
interpretieren die soziale Struktur der Nasca-Kultur als Stammesfiirstentum, welches sich zum

primitiven Staat entwickelt haben kénnte.
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Die Siedlungsdynamik wihrend der Nasca-Zeit im Palpa-Tal sowie der Untergang der Nasca-
Kultur, kénnen mit Umweltverinderungen in Verbindung gebracht werden. Die Aufgabe der
Siedlung Los Molinos erfolgte vermutlich wegen anhaltender Diirre und monsoon-artigen
Regentfillen. Die lang anhaltende Dirre um 700 n. Chr. fihrte wahrscheinlich zum Untergang
der Nasca-Kultur (Eitel 2000).

Eine Wiederbesiedlung und Ausbildung urbaner Zentren in der Palpa-Region ist fiir den
Zeitraum um 1200-1400 n. Chr. (LIP) belegt (Unkel et al. 2007). Zu diesem Zeitpunkt
herrschte ein deutlich feuchteres Klima und die Region bot erneut eine Landschaft, die fir

Agrikultur genutzt werden konnte.

1.5 Neuwelt-Camelidae

Die Neuwelt-Camelidae sind die groBten heimischen Siugetiere des siidamerikanischen
Kontinents. Sie gehoren phylogenetisch zu der Ordnung Artiodactyla, Unterordnung
Tylopoda, Familie Camelidae, Unterfamilie Lamini. Thre Evolution begann im Eozin in
Nordamerika (Janis et al. 1993). Die Einwanderung nach Siid-Amerika erfolgte im Pleistozin
durch Hemiauchenia (Tanupolama). Im mittleren Pleistozidn erfolgte die Entstehung der
Formen Lama, Vicugna und Palacolama. Ein 2 Mio. Jahre alter Fossilfund aus Peru, belegt die
Existenz von Vicunjas zu diesem Zeitpunkt. Fir sie ist ein groflerer Verbreitungsraum als zum
heutigen Zeitpunkt belegbar (Salas et al. 2003). Camelidac bildeten eine wichtige
Ernihrungsbasis fur die Jager-Sammler-Kulturen Stdamerikas (Paunero et al. 2002). In

Abbildung 11 ist die Evolution der Neuwelt-Camelidae dargestellt.

MILLONES ©DE ANCS

Abbildung 11: Evolution der Gattungen Lama und icugna (aus Bonacic 1991)
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Formen der Gattung Palacolama wanderten wieder nach Nordamerika ein, (Fowler 1998).
Heute werden die in Siidamerika existierenden Camelidae in zwei Gattungen der Lamini, die
Gattung der Lama mit Lama gnanicoe (Guanako; Miller, 1776) und Lama glama (Lama; Linné,
1758), und die Gattung eugna, mit der Spezies Vieugna viengna (Vikunja; Molina, 1782,)
eingeteilt. Eine vierte Spezies ist anzutreffen, das Lama pacos (Alpaka; Linné, 1758), deren
Phylogenetik nicht eindeutig geklirt ist. Lama pacos und Lama glama sind domestizierte
Formen. Im Folgenden werden die deutschen Namen verwendet, um den derzeitigen

Inkonsistenzen in der taxonomischen Einordnung Rechnung zu tragen.

Charakteristika der Lamini und Taxonomie

Das Vikunja lebt in Héhen von ca. 3700-4800 m in den semiariden Graslandschaften und der
unfruchtbaren Pampas der Anden. Es erreicht eine Schulterh6he von ca. 86-96 cm und wiegt
zwischen 45-55 kg. Es lebt in strengen Territorien in Gruppen von 2-5 Weibchen und einem
Minnchen. Auflerdem gibt es Herden aus bis zu 100 Minnchen. Zwei Subspezies werden
derzeit benannt. Zum Finen das Viugna vicugna mensalis, das in Peru vorkommt und zum
Anderen das Vieugna viengna vicngna, das hauptsichlich in Argentinien anzutreffen ist und
dartiber hinaus auch in Bolivien existiert (Mengoni Gonalons et al. 2007). Die demographische
Expansion erfolgte vermutlich im Pleistozin, als die so genannte aride Diagonale, die sich
vom Golf von Guyaquil (Ecuador) bis zur Magellanstrale erstreckt, entstand (Marin et al.
2007). Beide Subspezies sind anhand der Sequenzabfolge im d-/gp eindeutig voneinander
abzugrenzen (Marin et al. 2007). Das Vikunja weist das feinste Haar der Neuwelt-Camelidae

auf, die Fellfarbe ist gelblich hellbraun, der Bauch ist weil3 gefarbt.

Das Guanako hat ein weites Verbreitungsgebiet, das von Meersspiegelniveau bis auf 4250 m
Hoéhe reicht. Seine Lebensraume sind das feuchte archipelago der Tierra del Fuego (Patagonien),
die Atacama (N-Chile) und das Strauchland der Anden. Es erreicht eine Schulterh6he von
110-115 cm und ein Gewicht von 100-120 kg. Die Herdenorganisation ist der des Vikunjas
ahnlich, jedoch zeigen Guanakos ein gemalligtes Territorialverhalten und kénnen tber weite
Strecken migrieren (Fowler 1998). Derzeit werden vier Subspezies benannt, das Guwanicoe
guanicoe guanicoe und das Guanicoe guanicoe cacsiliensis, die hauptsichlich im Siden vorkommen,
das Guanicoe guanicoe huanacus, das iberwiegend im Norden vorkommt und Guanicoe guanicoe
vogliz, das vornehmlich in den hoheren Lage vorkommt (Mengoni Gonalons 2007). Genetisch

konnen nur die Subspezies cacsiliensis und guanicoe unterschieden werden (Gonzales 2000).
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Seine Fellfarbung ist ein helles rot-braun mit einem weillen Bauch, das Gesicht ist schwarz

gefirbt.

Das Lama lebt in Héhen von 2300-4000 m. Da es sich bei ihm jedoch um eine domestizierte
Spezies handelt, die auch als Tragetier genutzt wird, ist es auch in geringeren Hoéhen
anzutreffen. Sein Lebensraum ist also als kultureller Lebensraum zu verstehen. Es erreicht
eine Schulterhohe von 102-119 cm und ein Gewicht von 113-250 kg. Man unterscheidet die
Typen mit starkem Nackenhaar (chakn, lanuda und tapara) und die mit kurzem Nackenfell (ccara
und pelada). Seine Fellfarbe reicht von einfarbig, schwarz, braun, oder weil bis zu vielfarbigen
Tieren und es konnten 16 unterschiedliche Fellfarben ausgemacht werden (Campero et al.

2004).

Das Alpaka lebt in Héhen von 4400-4800 m. Bei dieser domestizierten Spezies handelt es sich
weitestgehend um einen Wolllieferanten und es ist rund um den Titicaca-See, die Puna Nord-
Chiles und Zentral-Peru verbreitet. Es erreicht eine Schulterh6he von 76-96 cm und ein
Gewicht von 55-90 kg. Man unterscheidet zwei Typen anhand der Wollqualitit: das huacaya,
mit leicht gekrduseltem und gerade herabhingendem Fell, und das s#r/, das nicht gekriuseltes,
jedoch stark gelocktes Fell aufweist. Derzeit sind 22 unterschiedliche Fellfarben am Alpaka

festgestellt worden, die entweder einfarbig, oder in Kombination auftreten.

Fir alle vier Spezies ist eine extreme Dezimierung der Populationen durch die Spanier belegt.
Nach Schitzungen wurden rund 90 % der vorkommenden Bestinde ausgel6scht (Wheeler et
al. 1995). Dies hatte eine starke Zurtickdraingung der Arten in héher gelegene Gebiete zur
Folge (Wheeler 1992). Die Verbreitung und die Verdringung der Camelidae durch die Spanier
sind in Abbildung 12 dargestellt.

21



Einleitung

OO TREIACION DF |08 CAMELIDGS SUDAUE RICANCS

VICUNA

& & e
Y

DETRBUCON PALADA

rerewtr N

Abbildung 12: Verbreitungsgebiet der Camelidae vor (grau) und nach (schwarz) der Eroberung durch die Spanier
(aus Bonacic 1991)

Der Koérperbau und die Physiologie der Neuwelt-Camelidae stimmen weitestgehend tGberein.
Die vier Spezies sind untereinander frei kreuzbar und produzieren fertile Nachkommen. Eine
Kreuzung durch kiinstliche Befruchtung zwischen Alpaka und Dromedar (Camelus dromedarius)
brachte ein lebensfihiges Cria (Jungtier) hervor (Skidmore 1999). Ob dieser Hybrid fruchtbar
ist, ist derzeit nicht bekannt.

Camelidae weisen, im Gegensatz zu anderen Siugetieren, elliptische Erythrozyten und eine
erhohte Anzahl an Leukozyten (0 16200, Rinder ) 8000) auf (Fowler 1998). Dariiber hinaus,
weist ihr Hiamoglobin eine hohere Affinitit zur Sauerstoffbindung auf. Bereits bei
Sauerstoffpartialdricken von 20-22 mmHg erreichen sie eine 50 %ige Sittigung des Blutes. In
anderen Siugetierspezies, die nicht im Hochland leben, wird dies erst ab 27-44 mmHg
erreicht. Auf Meeresspiegelniveau weisen Alpakas eine deutliche Reduktion dieser Affinitit
auf (Reynafarje 1975). Die Affinitit Sauerstoff zu binden ist also als Hohenadaption
anzusehen. Die Atemfrequenz in den Neuwelt-Camelidae ist nicht erhéht (Mortola und

Lanthier 2005).
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Die Ausprigung von Haarfarben in Camelidae erfolgt tiber Melaningenese und Melanosomen
(Cecchi et al. 2004), tber Assoziationen der Farbausprigung mit bestimmten Genen, ist

derzeit nichts bekannt.

Wie die Wiederkduer fermentieren Camelidae im vorderen Darm. Der Darm gliedert sich
jedoch nicht in vier Kompartemente, sondern nur in drei, und der Darm bléht sich nicht auf.
Ihr Gaumen ist weich und elongiert und die Atmung erfolgt hauptsichlich nasal. Die
Weibchen haben keinen Ostrogenzyklus, die Ovulation erfolgt induziert durch das Sperma des
Minnchens. Der Reproduktionszyklus ist in den Wildformen saisonal und liegt im
Spatsommer bis Frihherbst (Februar bis April), die Tragezeit betragt 11-12 Monate. Lama-
Feten und Neugeborene haben eine héhere Sauerstoffaufnahme als adulte Individuen (Llanos
2007). Das Immunsystem der Cria beginnt erst ab dem zweiten Monat zu funktionieren, bis
dahin ist es in seiner Immunantwort abhingig von den Immunoglobulinen, die es tber die
Muttermilch aufnimmt (Wernery et al. 2001). Camelidae weisen eine geringe Affinitit zu
Tuberkulose und anderen typischen Rinder- bzw. Schafkrankheiten auf. Die Untersuchung
der Immunoglobuline der Camelidae hat gezeigt, dass diese nur aus so genannten schweren
Ketten bestehen (Nguyen et al. 2002, Wernery et al. 2001, Su et al. 2002 und Omidfar et al.
2004). Diese so genannten schweren Ketten weisen ein niedriges Molekulargewicht auf und
konnen das betreffende Gewebe schneller penetrieren (Wernery et al. 2001). Ob diese
Besonderheit auf eine Hohenadaption oder eine epidemiologische Ursache zurtckgeht, ist
derzeit nicht geklirt. Bisher wurden immungenetischen Marker (IL1, IL6 und TNF) nur zur

phylogenetischen Rekonstruktion herangezogen (Odbileg et al. 2005).

Alle Neuwelt-Camelidae weisen 74 Chromosomen (72 Autosomen und 2 Gonosomen) auf
(Vidal-Rioja et al. 1987). Fur Camelidae stehen derzeit eine Vielzahl Mikrosatellitenmarker zur
Verfigung, die fir den Vaterschaftsnachweis (Rodriguez et al. 2004) und die
Variabilititserfassung genutzt werden (z.B. Maté et al. 2005). Fur Vikunjas konnte so belegt
werden, dass die Subspezies |icugna vicugna viengna im Grenzgebiet zwischen Bolivien und
Chile eine hohere Heterozygotenrate in Mikrosatelliten als 17cugna vicugna mensalis aufweisen
(Sarno et al. 2004). Etwas stdlicher dagegen unterscheiden sich die beiden Subspezies nicht in
thren Heterozygotenraten (Norambuene und Peredes 2003). Wheeler et al. (2002) zeigte dass
Lamas deutlich diverser sind als Vikunjas. Guanakos sind ebenfalls diverser als Vikunjas (Maté
et al. 2005). Die Guanako Populationen der Tierra del Fuego (Patagonien), die seit Ende der
letzten Eiszeit isoliert sind, zeigen eine deutliche Reduktion der Heterozygotenrate, wie auch

eine geringere Diversitit des Cytochrom b-Gens (Sarno et al. 2001). In anderen genetischen
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Abschnitten, wie z.B. dem 18sr-RNA-Gen ist kaum Diversitit nachzuweisen (Semorile et al.
1994). Die meisten Mikrosatelliten-Marker sind auch in Altwelt-Camelidae anwendbar (s. z.B.
Mariasegaram et al. 2002, Jianlin et al. 2000). Die Camelidae konnten anhand der
Untersuchung von SINEs als monophyletisch dargestellt werden (Lin et al. 2001).

Zwischen den vier Spezies in Sud-Amerika gibt es in der Skelettmorphologie lediglich
GroBenunterschiede. Am Ful3 tragen die Camelidae die Schwielen, die aus einem elastischen
Bindegewebe besteht und auf die der Name Schwielensohler (Tylopoda) zurtickgeht. Der Ful3
hat zwei Zehenendglieder, die mit je einem Zehennagel versehen sind. Die zweiten und dritten
Phalangen sind horizontal ausgerichtet, so dass der Gang hieriiber erfolgt (s. Abb. 13 A und
C). An den Autopodien sind die Phalangen I, II und V reduziert, die Metacarpalia 3 und 4
sind zu einem Kanonenbein verwachsen. Die Metacarpalia 1, 2 und 5 sind reduziert (s. Abb.
13 B). An den jeweiligen Phalangen 1 ist in der Artikulation zum Kanonenbein je ein Os
sesamoideum assoziiert (s. Abb. 13 C). Dies verursacht einen gréfleren Abstand zum
Knochen, der einen stirkeren Sehnenansatz zur grofleren Kraftibertragung auf den Ful
ermoglicht. Camelidae sind Passginger, d.h. die Extremititen einer Korperseite bewegen sich

gleichzeitig.

Abbildung 13: (A) Autopodium in lateraler Ansicht. aus Fowler 1998); (B) Autopodium in der Aufsicht (aus Pflumm 1996)
(C) Radiographie, laterale Ansicht Autopodium. (aus Fowler 1998). Legende: N = Nagel, P = Phalangen, DC = Zchenpolster,
I = Sohlenpolster, S = Schwiele . IV und III = Phalangen, KB = Kanonenbein SB = Os sesamoideum

In den Extremititen sind Fibula und Ulna reduziert. Eine weitere Besonderheit liegt in der
Artikulation von Tibia und Tarsus: der Calcaneus ist im Vergleich mit anderen Artiodactyla
Spezies Uberproportional vergroBert (s. Abb. 14). Die Camelidae haben einen hochmobilen
Hals mit sieben Cervical-Witbeln, ab dem dritten cervicalen Wirbel formt der Processus
transversale einen U-férmigen Kanal an der ventralen Seite des Halses. Die Thorakal-Wirbel
(zwolf) haben einen auffilligen Processus spinosum. Camelidae haben zwolf Rippen-Paare. Es
folgen sieben Lumbal-Wirbel, von denen der letzte verkurzt ist, die dorsalen Processus
spinosa sind vertikal ausgerichtet. Die Sakral-Wirbel (fiinf) sind deutlich kleiner als die

lumbalen, der Processus spinosum des ersten Sakral-Wirbels ist minimal. Die Caudal-Wirbel
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variieren in ihrer Anzahl von 10-15. Das Os coxae zeigt keine Abweichungen gegentiber dem

Bauplan in anderen Artiodactyla Spezies.

Abbildung 14: (A) Radiographie laterale Ansicht der Artikulation von Tibia und Tarsus mit iibergro3em
Calcaneus; (B) Skelett der Camelidae; (C) Incisivi von Vikunja (V), Alpaka (A) und Lama (L) (aus Fowler 1998).
Legende: Ti = Tibia, Ta = Tarsus, C = Calcaneus

Der einzige morphologische Unterschied der Neuwelt-Camelidae ist an den Incisivi zu
erkennen. Die Zahnformel des Milchgebisses ist: I 1/3, C 1/1, PM 2-3/1-2 x2, die des
permanenten Gebisses lautet: 1 1/3, C 1/1, PM 1-2/1-2 und M 3/3 x2 (Payer et al. 2001). Die
Incisivi des permanenten Gebisses von Vikunjas sind stetig nachwachsend, wurzellos und
dhneln im Aufbau denen der Rodentia (Miller 1960). Der Zahnschmelz ist nur auf labialer
Seite vollstindig ausgebildet und die occlusale Oberfliche besteht aus Dentin, so dass ein
meif3ellartiger Zahn entsteht. Die Incisivi des Milchgebisses dagegen sind bewurzelt,
Zahnschmelz liegt jedoch auch hier nur labial vor. Die Incisivi von Lama und Guanako
dagegen sind 16ffelartig und bewurzelt. Zahnschmelz liegt sowohl labial als auch lingual auf
und bedeckt auf der lingualen Seite ca. 1/3 des Zahns. Alpakas zeigen eher meilelférmige

Incisivi, die bewurzelt sind und nur auf labialer Seite Zahnschmelz ausprigen.

Dieser Unterschied in der Zahnmorphologie hat zur Einteilung der Lamini in zwei Genera
gefiihrt. Entsprechend gilt, dass all jene, die bewurzelte Incisivi aufweisen, in die Gattung
Lama und diejenigen mit nachwachsenden Incisivi in die Gattung Vicugna gehéren.
Entsprechend wiren Alpakas und Lamas Domestikate des Guanakos (Abb. 15 A; Riviere
1997). Zu einem dhnlichen Ergebnis kommen Bruford et al. (2003) anhand der Untersuchung
von mitochondrialer DNA und Mikrosatelliten. Hierbei zeigte sich dass fast alle untersuchten

Individuen der domestizierten Spezies einen mitochondrialen Guanako-Haplotypen
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aufweisen. Sie riumen ein, dass dieses Ergebnis auch auf Hybridisierungs-Ereignisse zwischen
den domestizierten Spezies beruhen kénnte. Drei genetische Studien kamen zu dem Ergebnis,
dass das Alpaka eine Mischform aus Guanako und Vikunja ist (Abb. 15 B). Zwei der Studien
beruhten auf der Untersuchung des Cytochrom b-Gens (Kessler et al. 2002 und Stanley et al.
1994), die dritte Studie basierte auf der Untersuchung der Gene 12s- und 28s-rRNA (Vidal-
Rioja et al. 1994). Zwei Studien dagegen postulieren eine Abstammung des Lamas vom
Guanako und die Abstammung des Alpakas vom Vikunja (s. Abb. 15 C). Beide Studien
beruhen auf der Untersuchung des Cytochrom b-Gens (Palma et al. 1998 und Kadwell et al.
2001). Kadwell et al. (2001) haben dartber hinaus Mikrosatelliten in die Untersuchung mit
einbezogen. Palma et al. (1998) nimmt an, dass das Lama auf die Subspezies Lama guanicoe
huanacus zurickgeht und das Alpaka auf die Subspezies | 7cugna vicugna mensalis. Diese These ist
nicht wirklich neu, denn schon Darwin (2001) bezeichnet das Alpaka als Domestikat des

Vikunjas.

(A) /\

Guanako Vikunja
Lama Alpaka
Guanako Vikunja Guanako Vikunja
Tt Alpaka Lama Alpaka

Abbildung 15: Thesen zur Artverwandtschaft der Neuwelt-Camelidae (ndheres im Text)

Die Taxonomie der Neuwelt-Camelidae enthilt eine Vielzahl von Unklarheiten. Die in zwei
Gattungen unterteilten Guanakos und Vikunjas konnen fertile Nachkommen produzieren, sie
sind nicht reproduktiv isoliert. Mengoni Gonalons und Yacobaccio (2006) bezeichnen sie
jedoch als sympatrische Arten, da sie in ihren natiirlichen Lebensrdumen nicht frei paaren.
Nach dem biologischen Speziesbegriff wiren sie jedoch als eine Art anzusehen, da keine
reproduktive Isolation vorliegt. Gleiches gilt fiir Lamas und Alpakas.

Des Weiteren konnte die morphologische Variation der Incisivi auf ernihrungsbedingte
Adaption zuriickgefithrt werden. Unterschiede in der Morphologie von Zihnen, beruhend auf
Adaption an regionale Ernihrungsgewohnheiten, sind z.B. fir Subspezies der Gorilla bekannt

(Uchida 1998). Der Ahnlichkeitsgrad der Incisivi des juvenilen Vikunjas und des adulten
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Alpakas kann in der Retention von juvenilen Merkmalen in adulten Individuen, die in
domestizierten Formen haufig auftritt, begriindet werden.

Gentry (2004) schldgt vor, domestizierte Formen als Varianten anzusehen und diese mit dem
Namen ihrer Ursprungsspezies zu versehen. Minelli (1993) verdeutlicht am Beispiel der
Neuwelt-Camelidae die Schwierigkeit der Benennung domestizierter Formen und schligt
ebenfalls die Benennung domestizierter Formen mit den Namen ihrer Wildformen vor. Dies
wire im Fall der Neuwelt-Camelidae angebracht, da zwischen Guanako und Lama
morphologisch, auller Groflenunterschieden, kein weiterer Unterschied feststellbar ist.
Gleiches gilt fur Vikunjas und Alpakas und wird das Merkmal der Schneidezihne als Adaption
an unterschiedliche geographisch-6kologischen Bedingungen gesehen, so miissten alle vier
Typen als Cline ein und derselben Art verstanden werden.

Die Ergebnisse genetischer Untersuchungen der letzten Jahre reprisentieren nur einen
Bruchteil der urspriinglichen Populationen und einen Zeitraum von 6000-7000 Jahren
Zuchtgeschichte, in der Hybridisierung immer wieder Abdnderungen der genetischen Profile
bewirkte. Wheeler (1995) berichtet, aufgrund diametrischer Studien, dass die Haarstruktur
1400 Jahre alter Alpaka-Mumien (El Yaral, Peru) deutlich feiner war als die rezenter Alpakas.
Dies ist ein weiterer Indikator fir Hybridisierungen mit Lamas oder Guanakos. Die genetische
Untersuchung der Uberreste von pri-kolumbischen Neuwelt-Camelidae konnte hier einen

Beitrag zur Klirung der phylogenetischen Beziehungen leisten.

Domestikation und Kulturgeschichte der Neuwelt-Camelidae

Die Erfassung der Domestikation der Neuwelt-Camelidae erfolgt tiber verschiedene
Merkmale (Mengoni Gonalons und Yacobaccio 2006). Die Dental-Morphologie kann zwar
das Vorkommen von Alpakas und Vikunjas aufdecken, Guanakos und Lamas koénnen so
jedoch nicht unterschieden werden. Osteometrisch werden alle vier Arten anhand von
GroBenunterschieden der Langknochen differenziert. Hierfir werden meist die proximalen
Phalangen herangezogen. Das Auftreten von Clines erschwert diese Methodik und die meisten
Tiere im Norden sind deutlich gro3er als die im Stiden. Mittlerweile existieren fiir bestimmte
Gebiete gentigend Referenzdaten tber die Lingenvariationen der Camelidae-Knochen, so
dass hier eine osteometrische Methodik gut angewendet werden kann. So zum Beispiel in dem
Std-Zentral-Anden-Raum, fir den ein eindeutiger Gro3enanstieg von Vikunja tiber Alpaka zu
Guanako und zu Lama belegt ist (Mengoni Gonalons und Yacobaccio 2006). Auch anhand

der Haarstruktur wird eine Speziesidentifikation vollzogen. Hierbei kann nur zwischen
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Vikunja, Guanako und domestiziert unterschieden werden. Die Problematik dieser Methoden,
liegt in der mangelnden Kenntnis der phinotypischen Variabilitit pri-kolumbischer
Camelidae-Populationen, so dass die erwirtschafteten Ergebnisse immer mit Vorsicht zu

betrachten sind.

Indirekte Belege der Domestikation sind der Anstieg von Camelidae-Funden in Siedlungen
und ihr archiologischer Kontext. Hier kénnen das Auftreten von Pferchen, Dung, Textilien
aus Camelidae-Wolle und das Auftauchen von Camelidae-Darstellungen auf Keramik
Auskunft geben. Es existiert eine Vielzahl morphologischer Arbeiten zur Erfassung des
Anstiegs von Camelidae-Knochen in Siedlungsnihe. In Tabelle 2 sind einige Arbeiten und ihre

Ergebnisse zusammengefasst.

Tabelle 2: Fundorte und Anstieg der prozentualen Anteile an Camelidae in den tierischen Uberresten

Fundort Land Hohe 1. | Datierung Siedlungsart % Spezies Referenz
NN Camelidae
Atacama N-Chile 2000m 9700 v. Lager / \Y% Kuch et al.
Chr. 2002
Inca-Cueva NW- 3650 8600 v. Lager 10 % Yacobaccio et
Argentinien Chr. al. 1994
Asana S-Peru 3400m 7500 v. Lager / Y Aldenderfer
Chrt. 1989
Tambillo N-Chile 2300m 7500 v. Lager 48 / Hesse 1982
Chr.
Inca Cueva N-Chile 3650m 5200 v. Lager / G,L? Yacobaccio et
Chr. al. 2003
Hornilos NW- 4020m 6300 v. Lager 49 V,G Yacobaccio et
Argentinien Chr. al. 2000
Puripica 1 N-Chile 3250m 2500 v. Basislager 76 G,LA? Hesse 1982
Chr.
Tulan 52 N-Chile 3200m 2300 v. Basislager 86 G,L,A? Hesse 1982
Chr.
Huaricoto N-Peru ? 2200 v. Basislager Anstieg / Burger 1985
Chr.
Inca Cueva NW- 3600m 2000 v. Zeremoniales 50 L Yacobaccio u.
7 Argentinien Chr. Zentrum Aschero 1999
Inca Cueva NW- 3600m 2000 v. Pferch / L Yacobaccio u.
7 Argentinien Chr. Aschero 1999
Asana S-Peru 3400m 1600 v. Basislager Anstieg / Aldenderfer
Chr. 1998
Alero NW- 3700m 1500 v. Lager 93 L Yacobaccio et
Unquillar | Argentinien Chr. al. 1997
Tulan 85 N-Chile 2300m | 600 v. Cht. / Anstieg / Dransart 1991
Chavin N-Peru 3150m | 900-200 v. | rurale Siedlung Anstieg G,L Miller und
Chr. Burger (1995)
Cahuachi Z-Peru / 0 Zeremoniales / A Valdez et al.
Zentrum (2001)
Legende: N = Nord, NW = Nordwest, S = Stud, Z = Zentral, G = Guanako, V = Vikunja, . = Lama, A =
Alpaka

Seit dem Archaikum entwickelten sich die Camelidae zum wichtigsten Fleischlieferanten Siid-

Amerikas und 16ste das Wild ab. Yacobaccio (2003) sieht die Funde in Inca Cueva (5200 v.
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Chr.) als Beginn der Domestikation des Lamas. Abgeschlossen sei dieser Prozess erst 3000 v.
Chr., da erst hier die Knochengré3en denen rezenter Lamas gleichen. Stahl (2007) datiert das
Auftauchen domestizierter Lamaformen in den Nord-Anden (Peru, Ecuador) auf ca. 500 v.
Chr., er konnte nur geringe Anteile von Camelidae-Knochen bestimmen. Mengoni Gonalons
(2007) datiert den Beginn der Domestikation in den Stid-Zentral-Anden auf ca. 5300 v. Chr. in
Héhen von 3000 m. Browman (1989) datiert den Beginn der Domestikation auf ca. 7000 v.
Chr. und bestimmt zwei Domestikationszentren. Junin (N-Peru) als Domestikationszentrum
der Alpakas und die Region rund um den Titicaca-See als Domestikationszentrum der Lamas.
Die Wollproduktion im Siiden tritt erst ab einem Zeitpunkt um 500 n. Chr. auf, die Funde
von Tieren an der Kiste Perus (700 v. Chr.) deutet er als Anzeichen des Handels mit dem
Hochland. Mengoni Gonalons und Yacobaccio (2006) sehen dagegen mehrere unabhingige
Domestikationen des Lamas. Der Ursprung des Alpakas liegt nach ihren Ergebnissen eher im
Std-Zentral-Andenraum. Wheeler (1995) bestimmt die Region der Domestikation des Alpakas
rund um Telarmachay (N-Peru), die Funde von Alpaka Incisivi stiitzen diese These. Uber das
Auftreten von Pathologien (Abb. 16A; Tulan 52, 1800 v. Chr.) und den Fund von Pferchen
(Abb. 16B; Tulan 54, 380 v. Chr.) konnte in N-Chile eine stetige Zunahme der Domestikation
belegt werden (Cartajena et al. 2007).

Abbildung 16: (A) Knochen Pathologien des Kanonenbeins, an dem rechten Condylus ist deutlich Periostitis
ossificans zu erkennen; (B) Uberreste einer Pferchstruktur (aus Cartajena 2007)

Miller und Burger (1995) geben an, dass am Fundort Chavin de Huantar (Chavin-Kultur, 900-
200 v. Chr.) tberwiegend grofle Camelidae gefunden wurden. Dies deutet auf die Nutzung der
Camelidae zum Verzehr. Dartiber hinaus belegen sie, dass in den Talgebieten keine ganzen
Tiere aufzufinden seien, was auf den Verzehr von char’ki hindeutet. Char’ki sind grof3e
Fleischpakete, die, ohne das Fleisch vom Knochen zu 16sen, getrocknet wurden (Miller und
Burger 1995). Nach Aldenderfer (1998) wird der Camelidae-K&rper bei der Schlachtung in
finf groBe Pakete zerteilt (s. Abb. 17), die Autopodien werden bei diesem Verfahren

abgetrennt und nicht weiter verarbeitet.
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Abbildung 17: Pakete in die der Camelidae-Ko6rper bei der Schlachtung geteilt wird (nach Aldenderfer 1998)
Die grofiten Fleischmassen kénnen hierbei aus den Bereichen A, B und C (s. Abb. 17)
gewonnen werden, so dass diese Uberwiegend zur char’ki Produktion verwendet werden
(Aldenderfer 1998). Fur den Andenraum ist der Schlepp-Effekt (Burger 1985), also der

Transport von char’ki, eindeutig belegt.

Der kulturelle Nutzen der Camelidae war vielseitig. Als 6konomisches Produkt wurden Lamas
als Tragetiere und Fleischlieferanten genutzt, das Alpaka iberwiegend zur Wollproduktion.
Dartber hinaus wurde die Haut der Camelidae zur Lederproduktion und der Dung als Bau-
und Heizstoff genutzt (Mengoni Gonalons und Yacobaccio 20006). In rituellen Handlungen
spielten sie ebenfalls eine bedeutende Rolle. So wurden in der Atacama zehn mumifizierte
Camelidae gefunden (Wheeler 1992), vier davon konnten anhand der Wollstruktur als
Alpakas, sechs als Lamas bestimmt werden. Die Funde wurden auf 600 n. Chr. datiert und
werden aufgrund der Fundsituation als Opfergaben eingeschitzt. Auch in zeremoniellen
Zentren wurden Camelidae Knochen neben anderen Opfergaben wie Textilien, oder Keramik
gefunden (Silverman und Proulx 2001). Die traditionelle chaku-Jagd der Inka ist ebenfalls ein
Beispiel fiir rituelle Handlungen mit Camelidae. Hierbei wurden Vikunjas zusammengetrieben,
einzelne Tiere geschoren, einige wenige fur den Verzehr, sowie alte und kranke Tiere, getotet
(Darwin 2001). Die Wolle der Vikunjas stand jedoch nur der Elite zur Verfigung (Dransart
1991). Die Darstellung von Camelidae auf Textilien, Keramik und Stein (s. Abb. 18) belegen

ihre kulturelle Bedeutung,.
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Abbildung 18: Darstellung von Camelidae als Petroglyphe (aus Cartajena 2007)

Entscheidend ist, dass der Anstieg der Funde von Camelidae-Knochen zunichst mit der
Sesshaftwerdung und dem darauf folgendem Anstieg der sozialen Stratifikation der
Kulturgruppen assoziiert ist.

Fraglich ist bis heute, ob die Subsistenzstrategie der Camelidae-Halter als Pastoralismus
bezeichnet werden kann. Funde aus Conchopata (550 n. Chr., Wari-Kultur, Z-Peru) belegen
zwei unterschiedliche Herdenstrategien. Anhand der Untersuchung stabiler Isotopen konnte
belegt werden, dass es Tiere gab, die mit Mais gefiittert wurden und andere die tiberwiegend
Gras gefressen haben. Clutton-Brock (1999) ordnet die Camelidae in die Gruppe der
ausgebeuteten Gefangenen, beruhend auf der Tatsache, dass wenig Zuchtkontrolle herrscht.
Die Herdenstrategien der Wari-Kultur sind bis heute in den Anden erhalten. Es gibt die de/
cerro - Haltung (3900-4600 m), bei der sich die Tiere frei bewegen diirfen. Der Halter wihlt
lediglich das Minnchen zur Paarung aus und es wird keine Aufzucht der Jungtiere durch den
Menschen betrieben. In unregelmiBigen Abstinden werden die Tiere gezihlt. Des Weiteren
gibt es die de/ campo Haltung, bei denen eine Kontrolle der Gruppenbewegung erfolgt. Es wird
Zuchtkontrolle beider Geschlechter betrieben und Jungtiere werden auch durch den
Menschen aufgezogen (Rabey 1989). Lamas und Alpakas werden in beiden Fillen gemeinsam
gehalten. Eindeutig ist, dass die Zucht und Haltung der Neuwelt-Camelidae durch den Import
von Schafen, Rindern etc. seit der spanischen Invasion an Bedeutung verloren hat (Wheeler

1995).

Neuwelt-Camelidae bei den Nasca

Uber die Bedeutung der Camelidae in der Nasca-Kultur ist wenig bekannt. Silverman und

Proulx (2001) geben an, dass die tierische Nahrung hauptsichlich aus Camelidae bestand und
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Wolle der Alpakas bis an die Kuste bekannt war. In Cahuachi wurden sie als rituelles Objekt
genutzt. In der Ikonographie sind Jagdszenen sowie Menschen die Camelidae fithren
vertreten. Es gibt nur wenige Hinweise auf lokale Aufzucht, dagegen sind Karawansereien
bekannt (Valdez 1988). Die Textilien der Nasca bestchen zum Grofiteil aus Baumwolle,
jedoch enthalten die meisten auch Anteile von tierischer Wolle (Biermann 2001). Ob es sich
hierbei um Alpaka-, Lama-, Guanako- oder Vikunja-Wolle handelt ist bisher nicht bekannt.
Die einzige umfassende Studie zur Speziesbestimmung an tierischen Uberresten am Fundort
Cahuachi (100 v. Chr. bis 500 n. Chr.), tber osteometrische Methodik, deutet auf die
Anwesenheit von Alpakas (Valdez 2001). Welche Spezies wihrend der Nasca Zeit

hauptsichlich genutzt wurden, ist bisher jedoch weitestgehend unbekannt.
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung

Die Nutzung von Camelidae kénnte, im Gesamtkontext des Projektverbundes, einen Beitrag
zur Klirung der sozio6konomischen Organisation, also der Subsistenzstrategie und der Frage
nach moglichen Handelsbeziehungen, der Nasca-Kultur leisten. Es soll geklart werden, welche
Spezies innerhalb des tberlieferten Knochematerials vertreten sind und aus welcher Wolle die
hochwertigen Nasca-Textilien hergestellt wurden. Die Bestimmung der Spezies konnte
Aufschluss tber Ernihrungsgewohnheiten sowie moglichen Handel mit dem Hochland
geben. Sollten zum Beispiel tiberwiegend Vikunjas oder Guanakos vertreten sein, so lie3e dass
auf iberwiegend Jagd oder Import derer Produkte schlieBen. Die Anwesenheit von Alpakas
wiurde auf ausgeprigten Handel mit dem Hochland hinweisen. Lamas kénnten ebenfalls den
Handel belegen, jedoch auch Hinweise auf Haltung bzw. Karawansereien im Tal geben. Uber
das Gesamtbild der vertretenen Spezies in Knochen- und Textil-Material kénnte eine Aussage
dartiber getroffen werden, ob die Tiere selbst oder die Wolle importiert wurde. Dartiber
hinaus soll, anhand der Ergebnisse der jeweiligen Fundorte, ein mdéglicher Unterschied der
Speziesnutzung tGber die Zeitdauer von ca. 2400 Jahren (800 v. Chr. - 1400 n. Chr.) iberprift
werden. Die Anwesenheit domestizierter Spezies wiirde immer Handelsbeziehungen zum
Hochland  belegen, dies wire ein weiterer Hinweis auf die Existenz von

Stammesfirstentiimern, oder sogar der Staatenausbildung wihrend der Nasca-Zeit.

Hierfiir soll ein System zur Speziesidentifikation der Neuwelt-Camelidae entwickelt werden
und besonderes Augenmerk auf die Anwendbarkeit dieses Systems an historischem Material
gerichtet sein. Neben der Identifikation der Spezies soll auch die genetische Variabilitat der
DNA des tiberlieferten Materials bestimmt werden. Hierfur sollen zunichst Analysesysteme
der mitochondrialen DNA sowie fur Mikrosatelliten an rezenter DNA entwickelt werden und

auf tiberliefertes Material angewandt werden.
Die Ergebnisse rezenter Populationen und des historischen Materials sollen dartiber hinaus

phylogenetisch  ausgewertet werden. So soll ein Beitrag zur Untersuchung der

phylogenetischen Beziehung der Neuwelt-Camelidae geleistet werden.
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2 Exkurs: Grundlagen der Biologie und Kulturwissenschaften

Da die vorliegende Arbeit sowohl fiir Biologen als auch Angehorige kulturwissenschaftlicher
Fachbereiche von Interesse ist, sollen im Folgenden Grundlagen der Biologie und der
Kulturwissenschaften erldutert werden. Dies soll ein grundlegendes Verstindnis der
Fragestellung und der zu ihrer Beantwortung genutzten Methoden auch fiir fachfremde
Wissenschaftler ermdglichen. Dariiber hinaus sind die hier geschilderten Grundlagen
Vorraussetzung fir das Verstehen der Interpretation und Diskussion der in dieser Arbeit

erwirtschafteten Ergebnisse.

2.1 Biologische Grundlagen: Genetik

Die Gene stellen die Grundlage jedes existierenden Lebewesens dar. Sie bestimmt die Form,
die Fihigkeiten und die Fitness eines Individuums. Das eukaryotische Genom besteht aus
zwei Hauptkomponenten: die chromosomalen DNA, die in jeder Zelle in einfacher Kopie
vorliegt und DNA der Organellen (Mitochondrien oder Chloroplasten), die in bis zu
tausendfacher Kopienzahl pro Zelle (je nach Gewebetyp) vorliegen kann (Robin und Wong
1988).

Die Desoxyribonukleinsdure (DNA), das Grundgerist des Genoms, unterliegt einem
universellen Code. Sie wird durch die zwei Purinbasen Guanin (G) und Adenin (A) sowie den
zwei Pyrimidinbasen Cytosin (C) und Thymin (T) determiniert. In Ribonukleinsdure (RNA)
liegt anstelle des Thymins die Base Uracil (U) vor. Je drei Basen bilden in kodierenden
Bereichen (Exone) ein so genanntes Basentriplet, das genau eine Aminosdure codiert.
Unterschiedliche Basentriplets kénnen allerdings ein und dieselbe Aminosidure codieren. Die
Codierung der Aminosduren ist, wie das Grundgeriist der DNA, ebenfalls universell. Selten

treten Abweichungen auf, so z.B. im mitochondrialen Genom (Buselmeier und Tariverdian

2000, S. 14).

Informationen tiber die komplette Sequenz des Genoms (organell und chromosomal) liegen
bisher von 636 Spezies vor. Die Mehrzahl machen hier Bakterien aus (594 Spezies), fir
Mammalia liegen bisher nur fir den Menschen (Homo sapiens) und die Hausmaus (Mus
musculus) Informationen tber das Gesamtgenom vor. In Tabelle 3 sind neben den beiden
Saugetierarten die einzige Insektenart (Drosophila melanogaster) und die einzige Nematoden-Art
(Caenorhabditis elegans) gelistet. Diese vier Spezies stellen die einzigen derzeit komplett

sequenzierten Spezies der Metazoa dar.
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Tabelle 3: Auflistung der Charakteristika des Genoms verschiedener Spezies

Chromosomenanzahl | Mb chromosomal | Gene chromosomal | bp mitochondrial
Homo sapiens 46 3000 20000-25000 16564
Mus musculus 40 3400 30000 16299
Drosophila melanogaster | 7 132 13601 19517
Caenorbabditis elegans | 6 100 19099 13794

Legende: Mb = Mega Basenpaare, bp = Basenpaare

Im menschlichen chromosomalen Genom sind nur rund 5% hoch konserviert, d.h. die
Mutationsrate in diesen Bereichen ist gering. Derzeit wird angenommen, dass zwischen
20000-25000 Gene (Exone) existieren die fiir Proteine kodieren. Rund weitere 3000 Gene
kodieren Transfer RNA (t-RNA), Ribosomale RNA (r-RNA), Small Nuclear RNA (sn-RNA)
und Small Nucleolar RNA (sno-RNA) (HumanGenomeProject).  Rund 95% des
menschlichen Kern-Genoms sind nicht kodierend. Ahnliches gilt fiir das Genom der
Hausmaus. Diese nicht kodierenden Abschnitte (Introne) werden in allen Spezies gleich
unterteilt: Tandemwiederholte nichtkodierende DNA und Transposon DNA.
Tandemwiederholte DNA kann in drei Klassen unterteilt werden, die Satelliten-DNA, die aus
5-171 Wiederholungseinheiten bestehen kann, die Minisatelliten-DNA, die aus 9-64
Wiederholungseinheiten besteht und die Mikrosatelliten-DNA (s. Kap. 2.1.2) die aus maximal
12 Wiederholungseinheiten besteht.

Transposon-DNA sind verstreute nicht kodierende repetitive Einheiten, die man auch als
springende DNA bezeichnet, da sie ihre Lokalisation im menschlichen Genom verindern
(transponieren) konnen. Man unterscheidet Retrotransposons und DNA-Transposons.
Innerhalb der Retrotransposons unterscheidet man Long Interspersed Nuclear Elements (LINEs),
sie transponieren unabhangig, Short Interspersed Nuclear Elements (SINEs), die nur mit Hilfe der
von den LINEs produzierten Proteine transponieren koénnen und Long Terminal Repeats

(LTRs), sie konnen sowohl autonom als auch nicht autonom transponieren.

Die nicht kodierenden Bereiche des chromosomalen und des organellen Genoms sind
weniger vor DNA-Verinderungen (Mutationen) geschiitzt. Die Mutationsrate fiir humane
autosomale Mikrosatelliten liegt z.B. bei ca. 7 x 107 (Brinkmann et al. 1998), die Mutationsrate
fiir die menschliche Gene liegt nach der Formel von Haldane (1932) bei ca. 107 bis 10, in der
Realitit weisen die meisten Gene jedoch eine niedrigere Mutationsrate (ca. 10°) auf (s. z.B.
Buselmaier und Tariverdian b 2007, S. 78) . Die Mutationsrate des gesamten kodierenden
mitochondrialen Genoms liegt dagegen bei 0,0017 x 10° (Pakendorf und Stoneking 2005), die
der nicht kodierenden hypervariblen Regionen I und II (HVRI und HVRII) des

mitochondrialen Genoms bei 0,075 - 0,162 x 10°. Mutationen kénnen das gesamte Genom,
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das Chromosom oder das Gen betreffen. In Tabelle 4 sind die wichtigsten Mutationsarten

aufgefithrt und beschrieben.

Tabelle 4: Mutationen

Klasse der Mutation Art der Mutation Beschreibung
Genommutation Aneuploidie Verlust oder Gewinn eines Chromosoms
Chromosomenmutation | Deletionen Abschnitte des Chromosoms gehen verloren
Duplikationen Abschnitte des Chromosoms werden verdoppelt
Inversionen Abschnitte des Chromosoms werden um 180° gedreht
Translokationen Abschnitte des Chromosoms werden an anderer Stelle eingebaut
Genmutationen Substitutionen Transition= C<>T, Transversion A<>G
(Punktmutation)
Insertion (Punktmutation) Neueinbau einer oder mehrere Basen
Duplikation (Punktmutation) Verdopplung einer oder mehrere Basen durch crossing-over
Deletion (Punktmutation) Verlust eines Basenpaars oder Basentriplets (frame--shift-mutation)
Trinukleotidwiederholungen Einbau oder Verlust von drei Basen aus einer heterogenen
Wiederholungssequenz

Mutationen sind aus evolutiver Sicht nicht als Fehlbildungen zu sehen, vielmehr boten sie die
Maoglichkeit die heute anzutreffende biologische Diversitit auszubilden. Es ist also sinnvoller,
sie im Falle einer nicht pathologischen Verinderung (silent mutations) als Polymorphismen
(Vielgestaltigkeiten) zu bezeichnen. Wie in Tabelle 3 ersichtlich wird, kénnen sich Spezies in
Chromosomenanzahl, Basenanzahl, aber auch in ihrer Basenabfolge, unterscheiden. Jede
Spezies erhilt so ihre eigene genetische Identitdt. Aber nicht nur auf dem Speziesniveau sind
Mutationen ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal. So bieten z.B. Mikrosatelliten, aufgrund

ithrer relativ hohen Polymorphie, die Moglichkeit, Individuen zu unterscheiden.

Die Untersuchung von Unterschieden in den Genomen bietet heute eine Vielzahl von
Moéglichkeiten. So findet die Analyse genetischer Variationen neben der klinischen Genetik
(Immungenetik, Humangenetik etc.) auch in einer Vielzahl spezialisierter Teilgebiete der
naturwissenschaftlichen Anwendung statt. Beispiele hierfir sind z. B. die Populationsgenetik
sowie die Rekonstruktion von Besiedlungsgeschichte (s. z.B. Krings et al. 1999) und
Phylogenetik (Rekonstruktion des phylogenetischen Systems anhand genetischer Merkmale, s.
z.B. Johns und Avise 1998), selbst die Rekonstruktion des dulleren Erscheinungsbildes ist

moglich (z.B. Vage et al. 1997 fir Fuchse).

Die Untersuchungsmethoden von Mutationen und DNA-Sequenzen sind vielseitig. Hier soll
kurz auf die wichtigsten Methoden eingegangen werden. Die Polymerasekettenreaktion (PCR)
ist eine Reaktion in der mit Hilfe so genannter Primer (18-30 bp lange Start- bzw.
Endsequenzen) ein spezifisches Fragment der DNA vervielfiltigt (amplifiziert) wird (Mullis
und Faloona 1987). PCRs kénnen mit nur einem Primerpaar (Singleplex), oder mehreren
Primern (Multiplex), durchgefiihrt werden. Die so entstandenen Fragmente stehen dann

weiteren Analysen in ausreichender Menge zur Verfigung. Folgeanalysen koénnen die
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Fragmentlingenanalyse ~ (Auftrennung der Fragmente nach der Linge), die
Restriktionsfragmentlingenanalyse (RFLP-Analyse, Spaltung der Fragmente mit Hilfe
Sequenzspezifischer Endonucleasen), die Direkt-Sequenzierung (direkte Betrachtung der

Basenabfolge) oder die SNP-Analyse (Analyse von Punktmutationen) sein.

Derzeit ist es gebriuchlich, anhand rezenter Populationen Rickschlisse auf die evolutive
Entwicklung dieser Populationen zu ziehen. Die geschieht anhand statistischer Methodik, die
einen Hinweis auf Entwicklungen liefern kann. Einen tatsdchlichen FEinblick in die
Entwicklungsgeschichte bietet sie jedoch nicht. Daher gewinnt die Untersuchung alter DNA
(aDNA, in tGberliefertem Material enthaltene DNA, s. Kap. 1.3) immer mehr an Bedeutung.

Im Folgenden sollen nun die genetischen Strukturen genauer vorgestellt werden, die zur
phylogenetischen, phinotypischen und populationsgenetischen Rekonstruktion bestens

geeignet sind.

2.1.1 Mitochondriales Genom, Markersysteme und Speziesidentifikation

Das mitochondriale Genom befindet sich in den Mitochondrien und liegt in jeder tierischen
Zelle (je nach Energiebedarf) in mehrfacher Kopie vor. Es ist eine zirkulire Sequenz,
organisiert in einem schweren guaninreichen Strang und einem leichten cytosinreichen Strang.
Die mitochondriale DNA kodiert die Proteine der Zellatmung (Zitronensiurezyklus). Obwohl
die mitochondrialen Genome verschiedener Metazoa Spezies unterschiedlich lang sein
konnen, sind in der Regel 37 kodierende Bereiche realisiert (mit Ausnahme einiger weniger
Spezies, s. Tab. 5), die rund 95% des Genoms einnehmen. Dreizehn der mitochondrialen
Gene sind kodierend flr Proteine, weitere 24 fur strukturelle ribosomale Ribonukleinsiuren
(tRNAs). Neben den kodierenden Bereichen liegt in allen Organismen ein nicht kodierender

Bereich, der so genannte d-/ogp (auch Hypervariablen Regionen I und II), vor.

Tabelle 5: Spezies und Linge ihres mitochondrialen Genoms

Spezies bp Anz. der proteinkod. Gene | Anz. der strukturellen RNA kod. Gene
Homo sapiens 16564 | 13 24
Mus musculus 16299 | 13 24
Lama pacos 16652 | 13 24
Camelus dromedarius 16643 | 13 24
Camelus bactrianus ferrus 16680 | 13 24
Camelus bactrianus (dom.) 16659 | 13 24
Bos indicus 16341 | 13 24
Sus scrofa 16631 | 13 24
Capra hircus 16640 | 13 24
Ovis aries 16616 | 13 24
Drosophila melanogaster 19517 | 13 24
Caenorbabditis elegans 14420 | 12 (kein ATPS8) 24

Legende: bp = Basenpaare, Anz. = Anzahl, kod. = kodierend

In Abbildung 19 sind alle zw6lf protein-kodierenden sowie zwei rRNA-Gene dargestellt.
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LT
ATP6 ATP8
Abbildung 19: LLage der protein-kodierenden Gene sowie zweier IRNA-Gene auf dem Mitochondrium

Durch evolutive Prozesse, wie Mutationen im Zusammenspiel mit natiirlicher Selektion,
Gendrift und bottleneck-Situationen (s. Kap. 2.2.2), sind in verschiedenen Spezies und in
verschiedenen Individuen unterschiedliche Basenabfolgen in der mitochondrialen Sequenz
realisiert, obwohl die Funktion beibehalten wurde. Diese Eigenschaft, verbunden mit dem
uniparental maternalen Vererbungsweg, bietet eine Vielzahl von Anwendungsmoglichkeiten in
der Verwandtschaftsanalytik auf der Generationen-Ebene, bis hin zur Identifikation von
phylogenetischen Beziehungen.

Die verschiedenen Polymorphismen, die ein Individuum im haploiden Genom aufweist
(haploide Genome sind: mt-DNA, Y-chromosomale DNA oder lediglich die Chromosomen
eines FElternteils), nennt man Haplotyp. Haplotypen koénnen aufgrund spezifischer
Polymorphismen, die in mehreren Individuen auftreten als Haplogruppen zusammengefasst
werden. Die Bestimmung solcher Haplogruppen kann entweder durch die Analyse einzelner
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) erfolgen, oder durch die Sequenzierung einzelner
Abschnitte. Je mehr Abschnitte untersucht werden, desto sicherer ist die Zuordnung zu einer

bestimmten Haplogruppe bzw. der Nachweis der Verwandtschaft (Rokas 2005).

Die Analyse des menschlichen mitochondrialen Genoms konnte z.B. belegen, dass alle heut
lebenden Menschen auf eine gemeinsame “Urmutter zurtickzufithren sind (“Out of Africa
Hypothese®, Wilson und Cann 1992). Dariiber hinaus wird besonders in den letzten Jahren
deutlich, dass die Gene des mitochondrialen Genoms nicht selektionsneutral sind. So konnte
z.B. ein Zusammenhang zwischen Mutationen in den mt-Genen und klimatischen
Konditionen hergestellt werden kann. Mishmar et al. (2003) konnten einen Unterschied in der

Variabilitit der Gene Cytochrom b, ATP6 und Cytochrom Oxidase I in Populationen
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verschiedener klimatischer Zonen feststellen. Populationen gemiBigter und tropischer
Klimazonen zeigen Variabilitit in anderen Genen als Populationen aus arktischen Regionen.
Daraus wird gefolgert, dass das Klima einen méglichen Selektionsfaktor darstellt. Ruiz-Pesini
et al. (2004) konnten anhand der gefundenen Polymorphismen in mitochondrialen Genomen,
von Individuen verschiedener biogeographischer Herkunft, nachweisen, dass adaptive
Selektion in arktischen Regionen zu einer Anreicherung spezifischer Polymorphismen in den

Genen der Atmungskette gefiihrt hat.

Analog zu der Erforschung der Herkunft des Menschen, werden heute viele Untersuchungen
zur Abstammung und Herkunft domestizierter Spezies durchgefithrt. Anhand der
Untersuchung kompletter mt-Genome konnte die Anzahl der Urmiitter heute domestizierter
Schafe (Ovis aries, Linné 1758) auf zwei eingegrenzt werden (Hindleder et al. 1998). Lai et al.
(2007) konnte die Abstammung des domestizierten chinesischen Yaks auf das europdische
Hausrind (Bos taurus, Linné 1758) zurtckfuhren. Die Untersuchungen des europiischen
Hausrindes sind vielseitig. Hier sollen zwei Untersuchungen erwihnt werden, die von
besonderem Interesse sind. Beja-Perreira et al. (2006) konnten anhand der Untersuchung von
aDNA nachweisen, dass in Stid-Europa eine Einziichtung afrikanischer Rinder stattgefunden
haben muss, Bollongino et al. (2003) zeigten anhand der Untersuchung neolithischer Rinder-
DNA einen deutlichen Unterschied zwischen dem europiischen Wildrind (Bos primigenzinus)
und ihren Funden, die vermutlich vom domestizierten Rind (Bos aurus) abstammen. An diesen
beiden Beispielen wird deutlich, dass der Prozess der Domestikation des Rindes noch
weitestgehend unverstanden ist und die aDNA-Analytik einen wichtigen Beitrag zur Klirung
der Herkunft und des Ursprungs leisten kann.

Die Abstammung der verschiedenen Hunderassen (Canzs lupus familiaris) kann heute
weitestgehend beantwortet werden. Alle heute existierenden Rassen lassen sich in vier
GroBgruppen einteilen (Ostrander und Wayne 2005). Die Arbeitsgruppe Leonard et al. (2002)
konnte anhand der Untersuchung der HVR-Regionen von Hunden aus Alaska und
Stidamerika klar belegen, dass der Stidamerikanische Hund im Pleistozidn mit dem Menschen
in den Kontinent eingewandert sein muss. Savolainen et al. (2002) geben die hochste
phylogeographische Varianz in Ostasien liegend an, was einen dortigen Ursprung der
Hunderassen nahe legt. Die Untersuchung von aDNA aus Hundeknochen zeigt jedoch einen
wahrscheinlichen Ursprung des Hundes in Osteuropa (Verginelli et al. 2005). Die
Abweichungen in den Ergebnissen konnen auf die gewihlte Stichprobe und auf die gewihlten
Methoden der statistischen Auswertung beruhen. Bjornerfeldt et al. (2006) konnten belegen,

dass die Evolutionsrate nichtsynonymer Mutationen im mt-Genom bei Hunderassen deutlich
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hoher ist als in Wolfen (Canis lupus), dieses Phinomen wird auf den nicht existierenden
nattrlichen Selektionsdruck in domestizierten Tieren zuriickgefihrt. Vergleicht man Hunde

und Wolfe, so muss dieses Phinomen in die Auswertung mit einbezogen werden.

Die Rekonstruktion des phylogenetischen Systems der Tiere wird ebenfalls immer haufiger
anhand mt-DNA vollzogen. Johns und Avise (1998) verglichen rund 2000 Sequenzen des
cytb-Gens verschiedener Wirbeltiere und konnten einen nahezu identischen Stammbaum zum
bereits existierenden erstellen. Ursing et al. (2000) konnten jedoch die Verwandtschaft der
Paarhufer (Artiodactyla) anhand des kompletten mt-Genoms nicht kliren, da hier die

Schweine (Suinae) nicht eindeutig einzuordnen waren.

Die Identifikation von Spezies, wird heute hauptsichlich in der Lebensmittel-Industrie und
der Forensischen Analytik (s. z.B. Pfeiffer 2007, Kitano et al. 2007) angewendet. Ziel ist es
hierbei klar abzugrenzen, welche Spezies vorliegt, um sicher zu stellen, dass z.B. Hundefutter
tatsichlich das enthilt was angegeben ist (Marin et al. 2007). Bei der Untersuchung von
musealen oder archiologischen Funden kénnen anhand der genetischen Speziesidentifikation
Aussagen uber Herstellungsmaterialien, wie z.B. Pergamente aus Rinder- oder Ziegenleder

(Burger et al. 2000), getroffen werden.

Die aufgeftihrten Beispiele zeigen die Stirken der Untersuchung mitochondrialer DNA,
jedoch weisen sie bereits auch auf ihre Schwachen hin.

Inkonsistenzen in den Ergebnissen verschiedener Arbeitsgruppen treten durch mehrere
Faktoren auf. Besonders zu erwihnen ist hier die Wahl der Stichprobe. Bei der Untersuchung
von domestizierten Spezies darf nicht vergessen werden, dass die Herden-Haltung zu einer
drastischen Reduktion des Genpools fuhrt. So ist bekannt, dass jede Woche rund ein bis zwei
Zuchtungen der heute existierenden domestizierten Spezies verloren gehen kénnen (Scherf
1995). Dies bedeutet, dass das genetische Material einer Vielzahl von Nachfahren durch den
Prozess der Domestikation nicht mehr nachweisbar ist. Untersucht man ausschlief3lich eine
bestimmte Population, so reprisentiert sie nur das aktuelle Bild, nicht jedoch den
Domestikations- und Abstammungsprozess per se.

Hier kann die Untersuchung von aDNA durchaus eine Erweiterung des komplexen Bildes
liefern, jedoch muss auch hier beachtet werden, dass es sich nur um einen Ausschnitt einer

existierenden Genvielfalt handelt.
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Der Vererbungsweg der mt-DNA hat sowohl Vorteile als auch Nachteile. Nachteilig ist, dass
es sich hierbei lediglich um die Untersuchung der maternalen Abstammung eines Individuums
handelt, die paternalen Anteile werden nicht erfasst und so bleiben z.B. evt. Rickkreuzungen
mit wilden minnlichen Individuen unentdeckt. Von Vorteil ist, dass es sich bei ihr um ein
nahezu nicht rekombinantes Genom handelt (Pakendorf und Stoneking 2005). Eine paternale
Vererbung des mitochondrialen Genoms ist bisher nur fiir die Miesmuschel belegt (Pakendorf
und Stoneking 2005). Dennoch gibt es immer wieder Berichte tber Heteroplasmien (das
Vorliegen von zwei verschiedenen mt-Genomen). Bandelt et al. (2005) fihrten dieses
Phinomen hauptsichlich auf Fehler bei der Bearbeitung (Kontamination, Probenvertausch
oder Fehler beim Einstellen in Datenbanken) zurtick. Schwartz und Vissing (2002) dagegen
berichten von einem Fall der eindeutigen Heteroplasmie. Hier lag im Muskelgewebe des
untersuchten Mannes zu 90% die paternale mt-DNA vor, im Blut konnte jedoch nur die mt-
DNA der Mutter bestimmt werden. Diese Mosaikbildung beruht wahrscheinlich auf einen
Fehler in der Ubiquitination der Spermien mt-DNA, die normalerweise bis zur dritten
embryonische Teilung simtliche paternale mt-DNA zerstort (Sutovsky et al. 1999).
Untersuchungen der Ubiquitination haben gezeigt, dass diese Spezies spezifisch ist (Sutovsky
et al. 2000). Dies konnte erkliren, warum z.B. Kreuzungen von Hausrindern (Bos faurus) und
Gaurn (Bos ganrus) rekombinante mt-Genome aufweisen (Rokas und Caroll 2003). Ahnliches
konnte in Hausmausen (Mus musculns) und Fruchtfliegen (Drosophila spec) nachgewiesen
werden (McVean 2002). Statistisch gesehen ist es moglich, dass mt-DNA rekombiniert (Wiuf
2001). Auch wenn die Bedeutung der Rekombination mitochondrialer DNA im evolutiven
Prozess eine wichtige Rolle gespielt haben durfte (Korpelainen 2004), ist sie bei der
Untersuchung von humaner DNA cher als nebensichlich zu betrachten. Bei der
Untersuchung von Domestikation muss sie jedoch, aufgrund vielfiltiger Zuchtprozesse wie
z.B. Kreuzungen, als moglich angesehen werden und darf daher nicht au3er Betracht gelassen

werden.

Die Wahl des untersuchten Gens kann sich ebenfalls auf die Qualitit der erwirtschafteten
Erkenntnisse beziiglich der Artverwandtschaft auswirken. Zardoya und Meyer (1996)
untersuchten die Qualitit der mt-Gene hinsichtlich der Auftrennung zur Bestimmung der
Artverwandtschaft. Als gute Marker benennen sie Nd4, Nd5, Nd2, cytb und COI, der Marker
ATPG6 dagegen wird, aufgrund seiner hohen Konservativitit, als nicht ausreichend eingestutft.
Russo et al. (1996) kommen zu einem dhnlichen Ergebnis und stufen Nd5, cytb und COI als
am Besten geeignet ein. Sie fligen hinzu, dass es bei Anwendung dieser Gene keinen

Unterschied macht, welche statistische Methode angewandt wird, da alle zum Ziel fihren.
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Wie bereits in Kap. 2.1 erwihnt, ist die Mutationsrate des mitochondrialen Genoms dhnlich
niedrig wie die des chromosomalen Genoms. Eine Ausnahme bildet die Hypervariable
Region. Hier wird die Mutationsrate mit 0,075 - 0,165 x 10, in manchen Bereichen sogar mit
0,47 x 10 (mutational hotspots) angegeben (Pakendorf und Stoneking 2005). Dieser Bereich
ist aufgrund seiner hohen Mutationsrate nicht zur Speziesunterscheidung geeignet, da ein hier
auftretender Polymorphismus zum Einen auf einen Art-Unterschied, zum Anderen aber auch
auf eine individuellen Unterschied zurtckgefithrt werden kann. Dieser Bereich eignet sich
jedoch hervorragend, um die maternale Variabilitit und Verwandtschaft einer Population zu

erfassen.

Erwihnt sei an der dieser Stelle die Verwendung molekularer Daten zur Bestimmung von
Divergenzzeitpunkten, also des Zeitpunktes an denen sich zwei Arten voneinander abgegrenzt
haben. Ausgehend von der heute bekannten Mutationsrate einzelner Gene wird
hochgerechnet, welcher Zeitraum zum Erreichen einer bestimmten Polymorphie bendtigt
wurde (Zuckerkandel und Pauling 1962). Das mitochondriale Genom wird hier als
“molekulare  Uhr*“ verwendet. Hauptkritik an einem solchen Verfahren ist, dass die
Mutationsraten als konstant angenommen werden (s. z.B. Shields 2004), d.h. Zufallsereignisse,
genetische Drift, bottleneck-Situationen und natiirliche Selektion werden vollig auller acht
gelassen. Auch Prozesse wie Rekombination und Rickmutationen werden bei ihr nicht
bedacht. Eine eigentliche Kalibrierung der molekularen Uhr ist also nicht méglich und die
meisten Divergenzzeitriume werden deutlich alter datiert, als sie durch Fossilien belegt
werden konnen. Douzery et al. (2004) schlagen eine molekulare Uhr vor, die nicht global,
sondern angepasst an unterschiedlich anzunehmende Mutationsraten kalibriert wird. Ihr
Modell der Bayesian relaxed molecular clock zeigt eine deutlich verbesserte Auftrennung, die
weitestgehend mit paliontologischen Daten tibereinstimmt. Eine Anwendung der molekularen
Uhr muss also stets unter Berlicksichtung des Evolutionsprozesses und ihrer

Steuermechanismen erfolgen.

2.1.2 Mikrosatelliten

Mikrosatelliten sind Sequenzen tandemartiger, einfacher Sequenzwiederholungen. Sie werden
als Short Tandem Repeats (STRs) bezeichnet (Edwards et al. 1991) und machen ca. 2 % des
Genoms aus. Sie kommen im nuklearen Genom, genauso wie im mitochondrialen Genom,

vor (s. z.B. Jarne und Lagode 1996). Die hiufigste Wiederholungseinheit sind Dinukleotide,
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wobei CA-Wiederholungen die Mehrzahl ausmachen. Tri- und Tetranukleotide sind seltener.
Ein gemeinsames Merkmal der STRs ist, dass sie nicht kodierend sind und daher ein hohes
Maf3 an Polymorphie aufweisen. Auf Ebene der autosomalen Chromosomen liegen sie immer
biallelisch (zweifach) vor und ihre Vererbung erfolgt kodominant. Besitzt ein Individuum in
einem STR (an einem Locus) auf beiden Chromosomen die gleiche Anzahl an
Wiederholungseinheiten, so gilt dieser Locus als homozygot. Weist er unterschiedliche
Ausprigungen auf, so gilt er als heterozygot. Die Anwendung der STR-Analyse liegt
hauptsichlich im Bereich der Verwandtschafts- und Populationsanalytik. Aufgrund ihrer
Eigenschaften zeichnen sie das Maf} an Variabilitit eines Individuums oder einer Population
auf. Die Héufigkeit in der ein Allel in einer Population auftritt, wird als Frequenz bezeichnet.
Die Rate der Heterozygoten fiir einen Locus, die sich aus der Anzahl der méglichen Allele
(Allelrange) und ihrer Kombinationen herleitet, ist ein Mall der Variabilitit. Die
Heterozygotenrate ist ein Indikator fur die Eignung eines STRs zur Unterscheidung von
Individuen. Die Mutationsrate von autosomalen STRs wird zwischen 0 und 7 x 107
angegeben. Mutationen sind meist ein szugle step Ereignis, welches auf sippage-Ereignisse (eine
Fehlanlagerung der homologen DNA-Stringe), wiahrend der Zellteilung, zuriickzufiihren ist.
Erfolgt keine Reparatur dieses Fehlpaarung, etrfolgt der Zugewinn/Vetlust einer oder
mehrerer Wiederholungseinheiten. Die hohe Mutationsrate erklart auch, warum STRs so hoch

polymorph sind.

Die Wahl, welchen STR man untersucht, beruht jedoch nicht nur auf seiner Variabilitit, auch
seine Analysierbarkeit sollte bedacht werden. Nach Urquhart et al. (1994) soll der STR
moglich wenig “Stottern®. Das Stottern eines Allels ergibt sich durch das so genannte s/zppage.
Dies kann nicht nur bei der Zellteilung auftreten, sondern auch bei der Amplifikation
(Vermehrung) eines STRs. Hier kommt es zu Fehlern bei der Wiederanlagerung der beiden
denaturierten DNA-Stringe und es entstehen Produkte, die um eine Wiederholungseinheit
verschobenen sind (Hauge und Litt 1993). Meist sind diese eine Wiederholungseinheit kiirzer,
als der eigentliche STR (Hite et al. 1996). Dies fihrt zu Fehlinterpretationen bei der
Auswertung der Ergebnisse. Die Tendenz zum s/ppage ist bei Dinukleotidwiederholungen am
Héchsten, in Tri- und Tetranukleotiden kommt es deutlich seltener vor (Urquart et al. 1995).
Daher wird, z.B. bei der Bestimmung des genetischen Fingerabdrucks, tberwiegend auf

Tetranukleotide zurtickgegriffen.

Fir menschliche STRs existiert eine vorgegebene Nomenklatur (s. z.B. Butler 2001). Bei

Tieren hingegen existiert, auller fir Rinder, kein Konsens tber die Nomenklatur von STRs.

43



Exkurs

Fir die meisten Allele gibt es lediglich eine GréBendefinition anhand des amplifizierten
Produktes. Hier wird meistens von Fragmentlingenbereichen gesprochen, die den
flankierenden Bereich des STRs mit einschliefen, d.h. eine tatsichliche Aussage tber die
Anzahl der Wiederholungseinheiten wird nicht getroffen. Einer Verschiebung der Primer fur
einen bekannten ILocus kann zur Verinderung der urspringlichen Liange des zu
amplifizierenden Fragmentes fithren, da hierbei der analysierte umgebende Bereich des STRs
verlingert oder verkiirzt wird. Ein Grund der Verinderung von Primern kann das Erstellen
von Multiplex-Ansitzen (s. z.B. Kimpton et al. 1993) sein. Die Analyse von STRs in aDNA
erfordert meist eine drastische Verkiirzung der Produkte und damit eine Verinderung der
Primer (s. z.B. Schilz et al. 2004). Eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit denen anderer
Arbeitsgruppen ist, ohne einheitliche Nomenklatur, nicht mehr gegeben. Hier kann nur noch

ein Vergleich der Variabilitit in den Populationen durchgefiihrt werden.

STRs eignen sich aufgrund ihrer hohen  Polymorphie  hervorragend  zur
Verwandtschaftsklirung oder Individualtypisierung. So existieren, z.B. fir Katzen, Multiplex-
Assays zur Bestimmung der Vaterschaft (Lipinski et al. 2007). Besonders in der Zucht von
hochwertigen Tieren spielt die Abstammung eine wichtige Rolle und es besteht ein grof3es
Interesse an der Rekonstruktion von Stammbaumen. In Herden, in denen die Individuen frei
paaren dirfen (s. z.B. Gomez-Rya et al. 2008), kann die STR-Analyse Elternschaften
aufkliren. Aber auch die Erfassung von Variabilitit einzelner Rinder-Herden ist von groem
Interesse (s. z.B. Egito et al. 2007). Daneben konnen auch die Herkunft und die Rate von

Inzucht einzelner Herden erfasst werden (s. z.B. Bicalho et al. 20006).

Anhand von STRs konnen auch evolutive Prozesse auf Populationsebene nachvollzogen
werden. Fine deutliche Verringerung der Heterozygotenrate in einer Population gegeniiber
anderen Populationen kann z.B. auf einen bottleneck- oder Grinder-Effekt (s. Kap. 2.2.2)
hinweisen (Luikart et al. 1998).

Zusammenfassend sind STRs ein guter Indikator fur die Variabilitit von Population und

dienen der Individualtypisierung. Fir die Phylogenetik sind sie weniger geeignet, da die

meisten Loci nicht universell und daher nicht untereinander vergleichbar sind.
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2.1.3 Identifikation des Phinotyps

Der Phinotyp ist das dullere Erscheinungsbild eines Individuums. Neben morphologischen
Eigenschaften, beschreibt er auch die physiologischen Eigenschaften eines Individuums. Die
phylogenetische Systematik, die Artverwandtschaft hauptsichlich auf die morphologischen
Charakteristika der Individuen zurtckfihrt, bedient sich tiberwiegend des Phanotyps. Der
Phianotyp hingt jedoch vom Genotyp (die Gesamtheit aller genetischen Merkmale) eines
Individuums ab. Der Phinotyp ist das Ergebnis der Evolution, da Selektion nicht am
Genotyp, sondern am Phinotyp, also der Anpassung an bestimmte Umweltbedingungen,
ansetzt (Wiesemtller et al. 2003, S.73). Schon Darwin erkennt 1883 in seinem Werk ,,The
variation of Animals and Plants under Domestication™ (Darwin 2001, Kapitel XXV, S. 175-170), dass
domestizierte Tiere bezlglich ihrer Erscheinung eine Variabilitit aufweisen, die unter
natirlichen Umstinden letal wire. Farbvariationen sind ein deutlich sichtbares, greifbares
Merkmal des Phinotypus und kénnen Ausdruck des evolutiven Prozesses sein. Das weil3e Fell
des Polarhasen (Lepus arcticus) z.B. bietet thm in seiner natlrlichen Umgebung (Grénland)
einen guten Schutz vor Fressfeinden, im europidischen Mischwald dagegen wire er leichte
Beute. Der Schneehase (Lepus timidus) dagegen, der ein Tundra-Bewohner ist, vollzieht einen
Farbwechsel des Fells, so dass er im Winter weil3 und den Rest des Jahres graubraun ist. Die
Pigmentierung als Teil des Phanotypus stellt also ein wichtiges Adaptationskriterium dar. Die
Farbpigmente eines Individuums werden in den so genannten Melanozyten (Pigmentzellen)
gebildet. Die Melanozyten wurden nach dem zuerst bekannten Pigment, dem schwarzen
Melanin, benannt (Westerhof 2006). Melanozyten liegen in der Epidermis (Stratum spinosum),
in den Haarfollikeln und dem Stroma der Iris. Bei nachtaktiven Tieren liegen dariiber hinaus
im so genannten Tapetum lucidum des Auges, das direkt hinter der Netzhaut liegt,
Pigmentzellen vor.

In den Melanozyten werden die Proteine Eumelanin (ein schwarz-braunes Pigment) und
Phiomelanin (ein rot-gelbes Pigment) gebildet. Diese werden dann in so genannten
Melanosomen gespeichert und in die Zellen des jeweiligen Gewebes transportiert. Das
Verhiltnis beider Proteine zueinander ist ausschlaggebend fur die Farbausprigung des
Gewebes. In Tieren mit dunkler Fellfarbe existiert z.B. kaum oder gar kein Phiomelanin in
den Keratinzellen des Haars. In Abbildung 20 ist die Entstehung der beiden

Farbpigmentproteine dargestellt.

45



Exkurs

‘ Tyrosinase ‘ ‘ Tyrosinase ‘

|
DOPA Dopaquinon

T s

+ Cystein Leucodopachrom
v
— Ty Dopachrom

5-S-cysteinyldopa 2-S-cysteinyldopa |

\ / + Dopachromteutomerase,

Benzothiazin Intermediate DHICA-Oxidase, TYRP1,
TYRP2

|
Phaomelanin
/ \

5,6-dehydroxylindol-2-Carboxylsaure  5,6-dehydroxylindol

Tyrosin

Eumelanin

Abbildung 20: Darstellung der Melaningenese, nach Kobayashi et al. 1995

Die Produktion und der Transport der Farbpigmente sind abhingig von einer Vielzahl an
Enzymen, die wiederum durch verschiedenen Gene determiniert werden. Die Variabilitit der
Farbausprigung beruht auf Punktmutationen (SNPs) in diesen Genen.

Einige der wichtigsten Gene, die mit der Ausprigung von Haarfarben assoziiert sind, sollen
kurz vorgestellt werden.

Der Melanocortin-Rezeptor 1 (MC1R) spielt eine Schlisselrolle bei der Aktivierung der
Melaningenese (Rees 2000). Das hierfir codierende Gen liegt auf dem Chromosom 16
(16924.3) und seine Aktivierung fithrt zu einer Erhchung des cAMP-Spiegels, der wiederum,
durch die Bindung des Hormons a-MSH, die Tyrosinase Aktivitit beeinflusst (Busca und
Gallotti 2000). Mutationen in diesem Gen sind unter anderem mit der schwarzen Farbe bei
einigen Fuchsarten (Vage et al. 1997) oder der Farbvariabilitit in Kaninchen (Fontanesi et al.
2000) assozitert.

Das Agouti-Signaling-Protein (ASIP) ist der Antagonist zum MCIR Gen und erhéht im
aktiven Zustand die Produktion von Phiomelanin (Bonilla et al. 2005). Es liegt auf
Chromosom 20 (20q11.2-q12) und bei Aktivierung verhindert es die Bindung von o-MSH
und die FEumelanin-Produktion wird gebremst. Die Ausschiittung von ASIP reguliert also
letztendlich, ob und wie viel Melanin produziert wird. Mutationen in diesem Gen werden in
Pferden mit einer dunkeln Fellfarbe assoziiert (Rieder et al. 2001). In Rindern (Royo et al.
2005), Schweinen (Kim et al. 2004) und Hunden (Kerns et al. 2004) konnte bisher jedoch
keine Assoziation zwischen Mutationen im ASIP-Gen und Farbausprigung nachgewiesen

werden.

46



Exkurs

Das Tyrosinase Gen (TYR) sowie das Tyrosinase-assozzierte-Proteinl-Gen (TYRP1)
exprimieren die Schlisselenzyme in der Melaningenese (s. Abb. 20). Mutationen in diesen
Genen koénnen zu Albinismus fithren (s. z.B. Schmidt-Kunzel et al. 2005). Sie sind auf
Chromosom11 (11q14-q12) lokalisiert. Neben ihrer Rolle in der Ausprigung von Albinismus,
sind sie jedoch auch mit der Ausprigung von Leuzismus bzw. Piebaldismus (scheckig)
assoziiert (Norton et al. 2007). So erhilt z.B. der Dalmatiner seine Flecken durch Mutationen
im TYRP1-Gen (Cargill et al. 2005). In anderen Spezies wie Katzen und Kiihen (Lyons et al.
2005 und Berryere et al. 2003) werden Mutationen in den Genen TYR und TYRP mit

einfachen Farbinderungen, wie brauner oder roter Fellfarbe, assoziiert.

Die Analyse der Pigment-Gene dient nicht nur der reinen Bestimmung von
Farbausprigungen, sie werden auch fir die Rekonstruktion phylogenetischer Beziehungen
eingesetzt. So konnten Klungland et al. (1999) anhand der Analyse des MCIR-Gens in
Artiodactyla den Stammbaum dieser nachverfolgen und die bisher angenommene
Artverwandtschaft bestitigen. Die phylogenetischen Beziehungen der Primaten konnten
anhand des ASIP-Gens bestitigt werden (Mundy und Kelly 2006). Die Gene der
Pigmentierung stellen, durch ihren hohen Grad an Konservation und bei Sequenzierung des
gesamten Gens, ein geeignetes Werkzeug zur Rekonstruktion von Stammbdumen dar. Bei
Betrachtung relativ kurzer Abschnitte dieser Gene sollten jedoch keine Riickschlisse auf
phylogenetische Beziehungen gezogen werden, da die gefundenen Mutationen auch auf

anderen Prozessen (wie z.B. Domestikation, s. Kap. 1.2) beruhen koénnen.

2.2 Biologische Grundlagen: Evolution und Systematik

Evolution bezeichnet den Wandel und die Manifestation von Merkmalen in einer Population.
Diese Merkmale kénnen biologischer und kultureller Natur sein. Im Folgenden werden die
biologische Evolution und ihre Steuermechanismen erlautert. Unter Systematik versteht man
die Gliederung von Elementen zur Ubersichtsgewinnung. Hier soll auf die biologische
Systematik eingegangen werden, in der versucht wird, die heute existente biologische
Diversitit hinsichtlich Ahnlichkeiten/Verschiedenartigkeit zu ordnen. Die Grundziige der
Populationsgenetik, also die Erfassung der genetischen Variabilitit von und zwischen
Populationen, werden dargestellt und sollen dem Verstindnis der in dieser Arbeit erfolgten

statistischen Auswertungen der Ergebnisse dienen.
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2.2.1 Historischer Uberblick und Formulierung der Evolutionstheorien

Schon in der Antike beschiftigten sich die Menschen mit der Ordnung der biologischen
Vielfalt. Aristoteles ordnete in seinem Werk “Scala naturae” Organismen je nach Grad ihrer
Perfektion, in der duBleren Gestalt und threm Lebensraum. Bis zum Zeitalter der Aufklirung
existierte zwar ein Blick fiir die Variabilitit, eine Begriindung fiir diese sah man jedoch in Gott
als kreierendem Wesen. Das 18. Jh. war zum FEinen geprigt durch den wissenschaftlichen
Fortschritt, zum Anderen durch die Bewegung der Sikularisierung, in der die Abkehr von
ideologischen Vorstellungen, hin zu einer Erkenntnis der Phinomene, durch das Mittel der
Vernunft, erlangt werden sollte (s. z.B. Schneiders 2001). Carl von Linné schuf mit seinem
Werk “Systema naturae 1735 ein monumentales Werk der Systematik. Er war der Erste, dem es
gelang eine umfangreiche Ordnung der Tiere und Pflanzen durch hierarchisches Strukturieren
zu erstellen. Linné fihrte die bindre Nomenklatur, also die Vergabe von Gattungs- und Art-
Namen, ein. Er erkannte auch, dass Hybride in der Natur vorkommen, die eine
Speziesunterscheidung erschweren. Linné sortierte jedoch lediglich, die Ursache fiir die
Entstehung der Mannigfaltigkeit sah er in Gott. Neben Linné gab es in dem Zeitalter der
Aufklirung eine Vielzahl weiterer Wissenschaftler die versuchten eine Ordnung in die Vielfalt
des Lebens zu bringen und die maf3geblich durch Georges Leclerc de Buffon (1707-1788) und
Louis Daubenton (1716-1880) hervorgebrachte vergleichende Anatomie entstand. Georges
Cuvier (1769-1832), obwohl eigentlich Paliontologe, systematisierte eine Vielzahl von
Organismen und stellte diese in seinem Buch “Régne animal* 1817 vor. Er postulierte, dass die
Ahnlichkeiten zwischen Spezies auf die gleiche Funktion zuriickzufithren seien und Form und
Funktion kausal abhingig wiren. Er konnte bei seiner Forschung eine Konstanz der Arten
ausmachen. Bei Ausgrabungen fiel ihm auf, dass Fossilien in bestimmten chronologischen
Erdschichten zu finden sind, in anderen aber ginzlich fehlen. Dies fiihrte zu seiner Annahme,
dass Spezies durch universale Katastrophen ausgeldscht werden. Simultan zu Cuvier stellte
Etienne Geoffrey de Saint-Hillaire (1772-1844) in seinem Werk ,,Philosophie anatomique® die
Theorie eines gemeinsamen Bauplanes von Vertebraten und Invertebraten vor. Er benannte
diese Gemeinsamkeiten als Analogien. Charles Lyell (1779-1845) stand Cuvier kritisch
gegentber, da er bei seinen geologischen Forschungen keinerlei universelle Katastrophen
ausmachen konnte. Er vermischte in seinem Buch “Principals of geology* (1830) die Ansitze des
Aktualismus, also die Theorie der Gleichférmigkeit geologischer Prozesse tber die
Jahrtausende, von James Hutton (Theory of the Earth, 1785) mit der von ihm entwickelten Idee
des Gradualismus, also der langsamen stetigen Entwicklung und Summierung kleinster

Wandlungsprozesse. Karl FErnst von Baer (1792-1876) beschiftigte sich mit der
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Embryonalentwicklung von Lebewesen, er erkannte zwar die Ahnlichkeiten der Embryonen
hoherer und niederer Tiere, einen Zusammenhang zwischen Ontogenese und Phylogenese
lehnte er jedoch strikt ab (Storch et al. 2001, S. 11f). Erst durch die Arbeit von Jean Baptiste
Lamarck (1744-1829) entstand die erste Evolutionstheorie. Diese basiert auf der Annahme,
dass Spezies durch Gebrauch oder Nichtgebrauch von Organen entstehen und diese
Eigenschaften an ihre Nachkommen vererbt werden. Er schuf die “teleologische
Evolutionstheorie® in der jeder Wandel zielgerichtet und zweckdienlich ist. Die ,,Abtrennung
der Biologie von Gott* (Mayr 2000) gelang jedoch erst Charles Darwin 1859 mit seinem Werk
“On the Origin of species by means of natural slection: or the preservation of favoured races in the struggle of
ufe. Aufgrund der Erfassung von Organismen, die er wihrend seiner Weltreise beobachtet
hatte, stellte er die These auf, dass alle existierenden Arten Deszendenz aufweisen. Diese
Deszendenz verliefe jedoch nicht graduell, sondern wiirde sich an vielen Stellen verzweigen.
Dieser Prozess des Wandels sei ein stetiger und allmahlicher. Zu einem dhnlichen Ergebnis
kam zeitgleich Alfred Russel Wallace (1823-1913), der aufgrund seiner langjihrigen
Freilandforschung dhnliche Prozesse beobachten konnte. Jedoch beschrieb Wallace lediglich
die Wirkung der Evolution, eine Erkenntnis der Ursache fehlte. Darwin jedoch konnte einen
Grund fiir den Wandel der Arten benennen. Er bemerkte, dass Arten in der Regel mehr
Nachwuchs produzieren, als fiir die Erhaltung der Art notig wire. Hierdurch entstiinde eine
zunehmende Konkurrenz um die vorhandenen Ressourcen (“struggle for /ife). In einem solchen
Konkurrenzkampt wirden jedoch nur diejenigen tGberleben, die eine bessere Anpassung an
thre Umwelt aufweisen (“survival of the fittest). Dies wiederum fiithrt zu einer Anhaufung der
Merkmale der Ubetlebenden, was wiederum zu einem allmihlichen Wandel der Art fiihrt.
Diesen Gesamtprozess bezeichnete Darwin als natiirliche Selektion. Darwins Theorie hat im
Wesentlichen bis heute bestand. Weitere wichtige Entdeckungen des 19. Jh. waren z.B. die
Beobachtung des Auftretens von Homologien, also die Realisation von Merkmale mit gleicher
evolutiondrer Herkunft die unterschiedlicher Funktion seien kénnen, und von Analogien, also
Merkmale mit unterschiedlicher Herkunft jedoch gleicher Funktion, durch Richard Owen
(“Lectures on Comparative Anatomy and Physiology™, 1834). Trotz dieser Beobachtungen war Owen
bekennender Gegner von Charles Darwin.

Gregor Mendel (1822-1914) begrindete aufgrund seiner Kreuzungsversuche mit
Erbsenpflanzen die Vererbungslehre und formulierte die “Mendelschen Regeln® die bis heute
bestand haben. Diese belegen, dass aulletliche Merkmale durch die Vererbung definiert
werden. Richard von Hertwig und Oskar Hertwig entwickelten 1881 gemeinsam die
Coelomtheorie. Sie beschrieben die Funktion des mittleren Keimblatts (Mesoderm) in einer

Vielzahl von Gewebetieren (Eumetazoa). Ernst Haeckel formulierte 1874: ,,Die Ontogenie ist
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eine kurze Recapitulation der Phylogenie.” (Haeckel 1874, S. 7). Damit driickt er seine
Beobachtung aus, dass wihrend der Ontogenese der gemeinsame Ursprung aller Arten
ersichtlich wird. Haeckel und August Weissmann (1834-1914) sind die Wissenschaftler, die
malgeblich zur Verbreitung Darwins Schriften in Deutschland beigetragen haben. Weissmann
machte den Evolutionsprozess hauptsichlich an der Beobachtung von Keimzellen fest. Er
nahm an, dass Verinderungen nur iiber das Keimplasma weitergegeben werden.

Zu Beginn des 20. Jh. wurde das Forschungsfeld der Genetik stark fokussiert. Thomas Hunt
Morgan (1866-1945) konnte anhand seiner Drosophila-Forschung belegen, dass das
Vererbungsmaterial nicht im Keimplasma liegt, sondern in Chromosomen organisiert ist. Er
kartierte fir Drosophila eine Vielzahl von Genen. Oswald Avery publiziert 1944 einen Artikel,
in dem er verschiedene Proteine von Pneumokokken untersuchte und feststellte, dass die
Erbinformation in der DNA lokalisiert ist. 1953 publizierten James Watson (1928) und
Francis Crick (1916-2004) ihr Modell der Nukleinsauren, die so genannte DNA-Doppelhelix,
oder auch Watson-Crick-Modell. Zeitgleich entstand die “synthetische Evolutionstheorie®.
Gepragt hat diesen Begriff Julian Huxley in seinem Werk “Evolution: A Modern Synthesis 1944.
Als wichtigste Vertreter sind neben Julian Huxley, Sewall Wright (1889-1988), Ronald Fisher
(1890-1962), Theodosius Dobzhansky (1900-1975), John Haldane (1892-1964), George
Gaylord Simpson (1902-1984) und Ernst Mayr (1904-2005) zu nennen. Die synthetische
Evolutionstheorie sieht die Population als kleinste Einheit an der Evolution ansetzen kann.
Als Mechanismus wird die natiirliche Selektion gesehen und die Evolution wird als gradueller
Wandel, also als Summierung kleiner Verinderungen, verstanden. Um die evolutiven Prozesse
zu erkennen wird nicht nur die Variabilitit in der Morphologie der Individuen einer
Population, sondern auch ihre genetische Variabilitit betrachtet. Auch der Zusammenhang
zwischen Biologie und Okologie wird beriicksichtigt.

Zwei weitere Evolutionstheorien sollen an dieser Stelle kurz erwihnt werden: die
“Systemtheorie der Evolution® (Riedel 1978 in Wagner und Laubichler 2004) und die
“Hydroskeletttheorie® (auch “Frankfurter Theorie® genannt, Gutmann 1995).

Rupert Riedel gibt an, dass bestimmte Evolutionsprozesse als nicht-adaptiv zu sehen sind, dies
beruhe auf die Konditionen des ,,Systems der Funktionen des Organismus®, die er als body plan
bezeichnet. Die Rate mit der eine Spezies zur Evolution befihigt ist, sieht er als Freiheitsgrad
dieses Plans, der durch Priadaptionen moglich sei. Er fiigt der natiirlichen (dufleren) Selektion
den Begriff der inneren Selektion hinzu, welche die Last des Organismus darstellt, d.h. dass an
einem Organismus die duf3ere Selektion nur ansetzen kann, wenn die innerlichen Konditionen
dies zulassen. Die epigenetische Landschaft eines Organismus ist also nicht rein zufillig

verinderbar, sondern ist von seinen Systemzusammenhingen abhingig.
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Die Hydroskeletttheorie verfolgt einen dhnlichen Ansatz wie die Rupert Riedls. Auch hier
wird nicht die Population, sondern der Organismus an sich betrachtet. Die Theorie stiitzt sich
mallgeblich auf konstruktionsmorphologische Untersuchungen hydraulischer Rdume der
Organismen. Hierbei wird nicht die Phylogenese untersucht, sondern die Anagenese, also der
graduelle Merkmalswandel, den ein Organismus bis zur Artabspaltung durchliuft. Die
natirliche Selektion spielt auch hier eine untergeordnete Rolle, da die Konstruktion des
Organismus selbst die Veridnderung (also letztendlich die Evolution) bestimmt, verursacht und
richtet. Damit erlaubt sie dem Organismus bestimmte 6kologische Nischen zu erschlieB3en.
Die Hydroskeletttheorie hat bisher eine Vielzahl moglicher Abstammungsprozesse
nachvollzogen, die Ergebnisse sind iiberwiegend mit denen molekulargenetischer Ergebnisse
kongruent. Die Moglichkeiten dieses Ansatzes sollten daher nicht unterschitzt werden. Da
thre Anwendung jedoch eine relativ neue Forschungsrichtung ist, soll sich im Folgenden

tiberwiegend an der synthetischen Evolutionstheorie orientiert werden.

2.2.2 Evolutionsmechanismen und Systematik

Um die Entstehung von Arten zu untersuchen, muss zunichst der Artbegriff definiert werden.
Die existierenden Artkonzepte koénnen in zwei Komplexe, basierend auf ihrem
Untersuchungsansatz, unterteilt werden: merkmals-basierte und prozess-basierte Artkonzepte

(Lowe et al. 2005, S. 190ff). Tabelle 6 fasst die gingigen Artkonzepte zusammen.

Tabelle 6: Artkonzepte und ihre Prinzipien

Basis Konzept-Name Prinzip

Merkmal | Taxonomische Spezies Eine Art definiert sich tiber gemeinsame morphologische Merkmale, die
nur ein geringes Mal} an Variabilitit aufweisen. (Linné)

Numerisch taxonomische | FEine Art definiert sich tiber phinetisch determinierte Merkmale, die sie
Spezies gegeniiber anderen Arten unterscheiden (Sokal und Crovello 1970).

Phylogenetische Spezies Eine Art ist die kleinste Gruppe von Individuen, in denen parentale
Muster der Abstammung und Ahnenschaft erkenntlich werden

(Crarcraft 1983).

Evolutionire Spezies Eine Art zeichnet sich durch eine ihr eigenen Evolutionslinie aus, die
ihre Identitit beibehilt (Simpson 1961, Wiley 1978).

Prozess | Biologische Spezies Eine Art ist eine Gruppe potentiell fruchtbarer nattrlicher Populationen,

die reproduktiv von anderen isoliert ist. (Dobzhansky 1939, Mayr 1947).

Rekognationsbasierte Eine Art teilt sich ein identisches Paarungssystem, dass nur von dieser

Spezies als solches erkannt wird (Patterson 1985).

Kohisive Spezies Eine Art wird durch bestimmte kohidsive Krifte, die nur ihr eigen sind,
bestimmt (Templeton 1989).

Okologische Spezies Eine Art zeichnet sich durch die Besetzung einer gemeinsamen

Skologischen Nische aus, welche die gleiche genetische Entwicklung
voraussetzt (van Valen 1976).

Olkogenetische Spezies Jede Art zeichnet sich durch einen einzigartigen Weg des Lebens
(genetisch und 6kologisch) aus, der zu Reproduktionsbarrieren fiihrt
(Levin 2000).
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Jedes dieser Artkonzepte enthilt Ansitze, die in die Beurteilung von Spezies angebracht sind.
Die merkmalsorientierten Artbegriffe, speziell das der phylogenetischen Spezies, beruht auf
morphologischen Unterschieden und einzigartigen Neukombinationen. Als Kritikpunkt kann
genau dieses beurteilende Verfahren angebracht werden, da dies von Subjektivitit geprigt ist
(s. z.B. Mayer 2000a und Meier und Willmann 2000a). Die Artkonzepte der kohisiven,
okologischen und oOkogenetischen Spezies sind zwar in der Lage einen Zustand zu
beschreiben, jedoch beantworten sie nicht die Frage nach dem Grund fiir Speziesbildung
(Mayr 2000a). Das biologische Artkonzept erscheint als einziges sinnvoll, da es sich von der
reinen Beurteilung duflerlichen Merkmalen distanziert und die Biologie der Tiere an die erste
Stelle setzt.

Das Konzept der biologischen Spezies bedarf einiger weiterer Ausfithrungen. Die
reproduktive Isolation, die zu einer Spezies fithrt, wurde von Dobzhansky (1937) definiert. Sie
kann entweder prizygotischer (verhinderte Paarung und Befruchtung) oder postzygotischer
(Auswirtkungen erst nach der Befruchtung) Natur sein. Prizygotische Barrieren von
Populationen kénnen die geographische Trennung, Unterschiede in den Verhaltensmodi und
der Anatomie sowie die Inkompatibilitit von Gameten sein. Postzygotische Barrieren kénnen
die Sterblichkeit von Hybriden, eine verringerte Fruchtbarkeit von Hybriden oder die Sterilitat
von Nachkommen der Hybriden sein. Haldane (1922, nach Coyne 1985) beschreibt, dass
wenn innerhalb der Nachkommen zweier Individuen unterschiedlicher Spezies ein Geschlecht
abwesend, selten oder steril ist, so sei dieses Geschlecht das heterogametische Geschlecht. Ein
Beispiel hierfur ist z.B. dass Hybrid-Nachkommen von Rind (Bos faurus) und Yak (Bos gruniens)
Fertilitit aufweisen, wenn sie weiblich (XX) sind. Simtliche ménnliche Nachkommen (XY)
sind hingegen steril (Takase et al. 2002).

Die Entstehung von neuen Arten kann als genetische Differenzierung einer Population, die zu
reproduktiver Isolation fiihrt, gesehen werden. Sie kann allopatrisch, also durch reproduktive
Isolation mit geographischer Isolation, oder sympatrisch, also durch reproduktive Isolation
ohne geographische Isolation, verlaufen. Ein Extrembeispiel der allopatrische Speziation ist
die adaptive Radiation. Sie bezeichnet die Migration von vielen Spezies in ein neues
geographisches Areal (z.B. Inselmodell). Da hier neue Nischen offen stehen, kommt es zu
einer schnellen und explosionsartigen Anpassung und damit zu der Neuentstehung von
Eigenschaften und der Bildung endemischer Arten. Die Modi der Speziation kénnen am
Besten anhand der genetischen Struktur einer Population nachvollzogen werden. Nach dem
Hardy-Weinberg-Gesetz dndert sich der Genpool einer Population nicht, wenn weder
Migration, Selektion, noch Mutationen wirken und sich die Individuen zufillig paaren

(Panmixie). Die Population gilt dann als ideal und die Allelfrequenz bleibt konstant. Die
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Mikroevolution, also die Evolution auf Populationsniveau, geht jedoch von einem Wandel in
der genetischen Zusammensetzung einer Population aus. Mechanismen hierfiir sind entweder
adaptiv oder nicht. Als einziger adaptiver Mechanismus gilt die nattrliche Selektion. Nicht
adaptiv sind: die genetische Drift (Sewall-Wright-Effekt), sie bezeichnet die zufillige
Verinderung des Genpools, der Genfluss, also der Austausch von Genmaterial zwischen
Populationen, und Mutationen (s. Kap. 2.1). Ein weiterer nicht-adaptiver Mechanismus ist die
nicht-zufilligen Paarung, d.h. einige Individuen der Population haben einen hoheren
Reproduktionserfolg als andere. Zwei Extrem- Beispiele der genetischen Drift sind der
bottleneck- und der Grinder-Effekt. Beide bewirken eine deutliche Reduktion des Genpools,
der bottleneck-Effekt ist jedoch das Resultat einer Katastrophe (z.B. epidemische Ereignisse),
der Grinder-Effekt bezeichnet dagegen die Isolation eines Teils einer Population, der
andernorts eine neue Population griindet. Entstehen Arten durch Grinder-Effekte kann man
dies als saltationale Speziation bezeichnen. Auch Hybride kénnen zur Neubildung von Arten
fihren (s. z.B. Mavarez et al. 2006). Hybride sind entweder flichtig, d.h. sie entstehen lokal
durch sekundiren Kontakt zweier artverwandter Individuen, werden jedoch von der Selektion
benachteiligt und haben wenige oder keine Nachkommen, oder sie weisen ein
Merkmalsmosaik auf, dass die Invasion in ein bestehendes Habitat oder ein neues erméglicht.
So sind z.B. die meisten polyploiden Pflanzenarten durch Hybridisierung entstanden (Steen et
al. 2000).

Introgression ist ein weiterer Mechanismus der Speziation, hier reichern sich bestimmte Allele
in einem Genpool an und es bildet sich eine neue Spezies.

Morphologische Varianten miissen nicht immer artspezifisch sein. Anderungen eines
Charakters des Phinotyps kénnen geographisch determiniert sein, man spricht hier von so
genannten Clnes (Huxley 1938), die in der Regel mehrere Subspezies umfassen. Auch
morphologisch identische, jedoch geographisch isolierte Arten kommen vor, diese werden

dann als Con- oder Zwillingsspezies benannt, wenn keine reproduktive Isolation vorliegt.

Die Ordnung der Arten wird in der Systematik vollzogen. Hierfiir gibt es drei verschiedene
Ansitze: Die Phinetik (Numerische Klassifikation), Evolutionire Systematik und die Kladistik
(Phylogenetische Systematik). Die Phinetik orientiert sich an messbaren Unterschieden der
Arten. Diese gemessenen Distanzen werden dann in Divergenzmatrices ibersetzt (s. Kap. 2.3)
und erlauben so eine Rekonstruktion der Aufspaltung von Arten. Die populationsgenetischen
Methoden, die zur Stammbaumrekonstruktion angewendet werden, kénnen dieser Systematik
zugeordnet werden. Die Evolutionire Systematik hat es sich zum Ziel gemacht nicht nur die

Abspaltungsfolge von Arten zu rekonstruieren, sondern dariiber hinaus auch den
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Entstehungszeitpunkt neuer einzelner Merkmale zu erkennen. Mayr (1974) bezeichnet diese
Vorgehensweise als Rekonstruktion typologischer AhnlichkeitsmaBstibe, die auf homologen
(gleiche Abstammung eines Merkmals) sowie analogen (gleiche Funktion eines Merkmals,
jedoch konvergente Evolution) Merkmalen festgemacht wird. Die phylogenetische Systematik
rekonstruiert die zeitliche Reihenfolge der Entstehung neuer Arten, ihre Darstellungsform ist
das Kladogramm. Ihre Methodik beruht hauptsichlich auf der Untersuchung von
Homologien, wobei diese aufgrund ihrer Abstammung determiniert werden. Merkmale sind
entweder abgeleitet (Apomorphien) oder urspriinglich (Plesiomorphien). Teilen sich zwei
Spezies ein gemeinsam abgeleitetes Merkmal, so nennt man dies Synapomorphie. Die
Kriterien fir homologe Merkmale wurden von Remane (1952) festgelegt. Diese sind das
Kriterium der Lage, der Kontinuitit und der spezifischen Qualitit.

Eine wichtige Einheit der Systematik ist das Taxon. Es bezeichnet eine systematische Einheit
von einer Gruppe von Lebewesen. Ein Taxon kann sich aus Arten, Gattungen, Familien o.4.
zusammensetzen, je nach dem auf welcher hierarchischen Ebene man systematisiert. Ein
Taxon wird als monophyletisch bezeichnet, wenn ein gemeinsamer Vorfahr alle Arten des
Taxon hervorgebracht hat, polyphyletisch bezeichnet die Abstammung von mehreren
Vorfahren, die nicht allen Arten gleich sind, und paraphyletisch die Abstammung eines Taxon
von einem Vorfahrt, der auch andere Taxa hervorgebracht hat.

Egal fir welches System man sich entscheidet, alle basieren auf Gradualismus, d.h. dem
langsamen und stetigen Wandel von Merkmalen. Eldrege und Gould (1972) greifen die Frage
des Gradualismus der Evolution auf. Ihrer Meinung nach konnen die Fossil-Funde nicht mit
Gradualismus erklart werden. Sie nehmen an, dass Spezies schnell entstehen und nur aus einer
kleinen Ursprungspopulation hervorgehen und lediglich in der Peripherie zu finden sind.
Hieraus folgern sie, dass ein solches Ereignis nicht im Faunenschnitt festzustellen wire. Sie
benennen ihre Theorie der rapiden Entwicklung als Punktualismus. Millien (2006) konnte
belegen, dass Spezies in geographischer Isolation eine bis zu drei Mal hohere Evolutionsrate
aufweisen. Er erklirt dieses Phdnomen mit einer hohen Kapazitit der Organismen zur
Anpassung an neue 6kologische Bedingungen. Dies ist jedoch kein Beleg fur Punktualismus,
denn auch wenn der morphologische Wandel schneller abliuft, ist er gradueller Natur.
Blumler (1996, S. 38) geht davon aus, dass die Wahrheit der Evolutionsgeschwindigkeit
zwischen Punktualismus und Gradualismus liegt, da es durchaus zu punktualistischen
Ereignissen kommt, aber Gradualismus parallel vorliegen kann. Fir welches Modell man sich
hier entscheidet, ist auch abhingiec vom betrachteten Zeitraum. Gerechnet auf die

Gesamtexistenz einer Spezies, ist ihre Evolution tatsichlich als rapide zu betrachten,
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betrachtet man jedoch den Zeitraum der Evolution an sich, so sieht man keine spontane
Veranderung der Spezies, sondern einen stetigen graduellen Wandel.

Die Erkenntnis tber die Evolution einer Spezies, bedarf also der Betrachtung einer Vielzahl
an Mechanismen und der Betrachtung der 6kologischen Bedingungen. Eine Verkntpfung der

biologischen Komponenten mit denen der Okologie ist unverzichtbar.

2.3 Biologische Grundlagen: Populationsgenetik

Die Populationsgenetik beschiftigt sich mit der Untersuchung der genetischen

Zusammensetzung einer Population. Neben der Anwendbarkeit von genetischen Systemen in

der Populationsuntersuchung, werden die statistischen Auswertungsmaoglichkeiten dargestellt.

In Tabelle 7

Populationsgenetik dargestellt.

sind die wichtigsten genetischen Marker und ihr Potential in der

Tabelle 7: Darstellung méglicher Marker und ihrer Anwendung (nach Lowe et al. 2005)

Marker Anwendung Vorteil Nachteil
Allozyme Gendiversitit, Gut untersucht, Geringe Polymorphie
Populationsstruktur, einfach zu
Hybridisierung, analysieren, glinstig
Introgression, Genfluss,
Polyploidie
Restriktionsfragmentlingenpoly- | Gendiversitit, Sehr spezifisch, Hohe DNA-Menge
morphismen (RFLPs) Populationsstruktur, kodominante benétigt, Mutation muss
Hybridisierung, Vererbung Restriktionsstelle
Introgression, Genfluss, aufweisen
Phylogenie und
Phylogeographie
Mikrosatelliten Gendiversitit, kodominante Neuentwicklung teuer,
Populationsstruktur, Vererbung, hohe Stotterer, gelegentlich
Genfluss, Mutationsrate nicht speziesspezifisch
Verwandtschaft
Amplifizierterfragmentlingen- Gendiversitit, hochpolymorph Hohe DNA-Menge notig,
Polymorphismus (AFLPs) Populationsstruktur, Produkthomologien
Kreuzungsstudien
Sequenzen Gendiversitit, Einfach und teuer,
Populationsstruktur, hochqualitativ, Heterozygotieerkennung
Hybridisierung, hohe schwierig
Introgression, Genfluss, | Vergleichbarkeit,
Polyploidie, Phylogenie, | Universalprimer
Phylogeopraphie, erhiltlich
Verwandtschaft

Genetische Diversitit bezeichnet den Anteil von Variation in einer Population, anders
ausgedrickt beschreibt sie die Reichhaltigkeit an Allelen oder polymorpher Loci in einer
Population. Nei (1973) bezeichnet sie als Ausdruck der erwarteten Heterozygoten in der

Gesamtpopulation, mit p als Frequenz des iten von K Allelen.
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Die Frequenz eines Allels in einer Population errechnet sich anhand der Haufigkeit des Allels

im homo- (n;) sowie im heterozygoten Zustand (n;), relativ zur Individuenzahl der Population

(N).
k
2n; + Z’Illij

=

pi = N

Fir haploide Genome haben Pons und Petit (19906) eine an Nei (1973) angelehnte Formel
entwickelt. Nach ihnen setzt sich die Diversitat (h;) aus der Frequenz des iten Haplotypus (p)),
und der anderer Haplotypen (p,) der Population sowie der Distanz () zwischen den

Haplotypen zusammen.
hy =X Tpip
ij

Die genetische Differenzierung beschreibt die Verteilung von Variationen innerhalb und
zwischen Populationen. Sie wird anhand der Diversititsindices (H; Dgy, Hg) berechnet. Sie
sind Ausdruck der Diversitit innerhalb von Populationen (Hg) und zwischen Populationen
(Dyy) sowie der totalen Diversitit (Hry).

H,= Dg+Hq
Der Koeffizient der Differenzierung (Ggp) ergibt sich aus dem Verhiltnis der
Interpopulations- Diversitit zur totalen Diversitit (Nei 1973).

Gy = Dg;/Hy

Wright (1952, nach Lowe et al. 2005) brachte die Differenzierung der Population auf drei
Ebenen. Hierfiir benutzte er die Werte der erwarteten Heterozygoten in der totalen
Population (H,), die durchschnittliche erwartete Anzahl der Heterozygoten in der Population
(Hy) und der durchschnittlichen Heterozygotie pro Individuum (H,). Hieraus berechnete er
den Koeffizient der Inzucht, beruhend auf der Divergenz von der beobachteten
Heterozygotie gegeniiber der erwarteten, unter der Vorraussetzung der Panmixie:

Fig = (Hg—H,) / Hy

Der Index der Fixierung beschreibt die Reduktion der Heterozygotie, innerhalb einer
Population relativ zur totalen Population, bedingt durch Selektion oder genetische Drift:

Fer = (Hy—Hy) / H;
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Der Gesamtkoeffizient der Inzucht beschreibt die Reduktion der Heterozygotie von

Individuen relativ zur Population, verursacht durch nicht zufillige Paarung.

Fyp = Hy-H) / Hy

Die Beziehung dieser Werte zueinander kann als

1—F, = (1- F(l - Fy)
angegeben werden.
Die Anwendung der F-Statistik auf mitochondriale DNA ist nicht mdéglich, da hier kein
Heterozygoten-Status vorliegt. Die Analyse Molekularer Varianz (AMOVA, Excoffier et al.
1992) eignet sich sowohl fiir die Analyse haploider, als auch der Analyse diploider Datensitze.
Sie basiert auf der Berechnung so genannter Distanz-Matrices, aus denen die Varianz-

Komponenten definierter Gruppen abgeleitet werden. Die Varianz-Komponenten sind die
Varianz innerhalb von Gruppen (G,°), zwischen Populationen (6,) und innerhalb der

Populationen (6.°). Die Gesamt-Varianz (6°) ist die Summe dieser drei Komponenten.
Anhand dieser drei Varianz-Werte konnen drei Ebenen der Korrelation berechnet werden.

Die Varianz-Korrelation der Daten innerhalb einer Population, relativ zum insgesamt
betrachteten Datensatz (Pg;), ergibt sich aus der Summe der Varianz innerhalb von Gruppen
(6,2) und der Varianz zwischen Populationen (6,7, relativ zur Gesamt-Varianz (G°).

— 2 2 2
b,=06°"+06,"/0

Die Varianz-Korrelation zwischen Daten innerhalb von Gruppen (G,%), relativ zur Gesamt-
Varianz (G°), ergibt sich wie folgt:

d..=0"/0

Die Varianz-Korrelation zwischen der Varianz von Populationen, relativ zur Varianz der
betrachteten Subgruppe von Populationen (®g.), ergibt sich aus der Varianz zwischen
Populationen (G,), relativ zur Summe der Varianz zwischen (6,”) und innerhalb von
Populationen (G.%).

D, = sz / 5172 + Gcz

Hat man beziiglich einer Population eine bestimmte Hypothese der Entstehung der
genetischen Zusammensetzung, so kann man diese mit Hilfe des Bayes-Theorem tiberpriifen.

Hierbei wird die Wahrscheinlichkeit der Hypothese (py;,y) anhand der Wahrscheinlichkeit, dass
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die Hypothese (H) die experimentellen Daten (d) liefert (p,,,), multipliziert mit der a priori
Wahrscheinlichkeit, dass die Hypothese wahr ist (py,), relativ zur a priori Wahrscheinlichkeit,
dass die experimentelle Daten auftreten (p,), berechnet. Ein Beispiel fir die Anwendung des
Bayes-Theorem, ist z.B. die Berechnung von Paternititswahrscheinlichkeit.

Pa/n X Pu

Pa

Prsa—

Die genetische Distanz beschreibt die Ahnlichkeiten zwischen Individuen, oder Gruppen von
Individuen. Der Fg-Wert kann ein Maf3 hierfiir sein. Nach Nei (1978) ergibt sich die Distanz
aus den Wahrscheinlichkeiten fiir das Auftreten gemeinsamer Allele innerhalb und zwischen
Population. Er definiert die Wahrscheinlichkeit, fir das Auftreten eines Allels aus Population
X, dass das gleiche Allel ist wie aus Population Y (jyy) und die Wahrscheinlichkeiten, dass zwei
zufillig ausgewihlte Allele aus Population X (jy), bzw. Population Y (jy), gleich sind. Die
Distanz ergibt sich dann aus dem Verhiltnis der Wahrscheinlichkeiten zwischen Populationen
und der innerhalb von Populationen. Hierzu werden die arithmetischen Mittelwerte (J) der

Wahrscheinlichkeiten genutzt.

D =-nJy / \/J\(]&

Linkage disequilibrium beschreibt das nicht zufillige Auftreten gleicher genetischer Merkmale in
Individuen, das jedoch nicht auf tatsichliches genetisches /nkage zurickzufihren ist. Es wird
durch Selektion, Griindereffekte oder genetische Drift verursacht und ist damit ein Indikator
fir anagenetische Prozesse. Es kann durch die Analyse der Varianz in der Anzahl von Loci, in
denen sich Paare unterscheiden, identifiziert werden (s. z.B. Maynard-Smith et al. 1993). Der
Index der Assoziation (I,, Mal3 fur das /nkage disequilibrium) ergibt sich aus der beobachteten
Varianz (V) relativ zur erwarteten Varianz (Vy), unter Bertcksichtigung der Anzahl der

untersuchten Marker (L).

L=1/C-1)(Vs/Ve)-1

Ausgehend von der Vermutung, dass Populationen mit hohem Differenzierungsgrad ein
niedriges Mal3 an Genfluss, gegeniiber Populationen mit niedrigem Differenzierungsgrad,
aufweisen, ldsst sich anhand der Fg-Werte, die Anzahl von Migrationen pro Generation (N,,)
bestimmen (Whrigt 1932 in Lowe et al. 2005).

N, =(1-Fy)/4F,
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Wenn N, < 1, so ist es wahrscheinlich, dass Populationen nach einem gewissen Zeitraum
divergieren. Ist N, > 1, so bleibt ein genetischer Austausch zwischen den Populationen
bestehen.

Das Auftreten von bottleneck—Situationen fihrt zu einer drastischen Verringerung der
genetischen Variabilitit, aufgrund der drastischen Reduktion der Populationsgré3e. Die Rate
der Heterozygoten am beobachteten Zeitpunkt (H,) ergibt sich aus dem Verlust von
Heterozygoten pro Generation und der Heterozygotenrate (H) vor dem bottleneck-Ereignis
(Lowe et al. 2005).

H,=1-"2N) x H,

Nei (1987) schligt zur Erkennung von bottleneck-Effekten die Untersuchung der
Wahrscheinlichkeiten fir das gemeinsame Auftreten eines Allels in Population X und Y (Jyy)
in Relation zu dem Anteil Homozygoter Individuen einer Population, die eine bottleneck-

Situation durchlaufen hat (Jy), zu betrachten.

I:JXY/JX

Die Rekonstruktion von Speziesbiumen anhand genetischer Daten erfolgt durch
Untersuchung orthologer Sequenzen, d.h. die untersuchten Sequenzen der Spezies gehoren
zur gleichen Genfamilie und sind hinsichtlich ihrer Lage im Genom identisch. Der
phylogenetische Stammbaum zeigt die historischen Beziehungen der Populationen zueinander
auf. Interspezifische Verwandtschaft ldsst sich durch Kladogramme (relative Abstammung
von gemeinsamen Ahnen), additive Biume (Mall des Wandels bestimmt Abstand zu
gemeinsamen Ahnen), ultrametrische Baume (additive Baume, bei denen zusitzlich das Mal3
des Wandels, in Form von Verzweigungslingen, angegeben wird) und Netzwerke

(Verbindungen aller Individuen zueinander, unabhingig von Ahnen) darstellen (s. Abb. 21).

a

a b ¢ d e {b

Cc
Auftengruppe

Divergenzzeit

A B
c o0
a
b { b %@
’7 c
3 b
a C \d D J) " E

Abbildung 21: Darstellung der verschiedenen Baume, A: Kladogramm, B: phylogenetischer Baum, C: additiver

Baum, D: ultrametrischer Baum, E: Netzwerk
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Die Erstellung von Bidumen erfolgt entweder durch Distanz-Methoden oder diskreten
Methoden. Erstellt man von Sequenzdaten paarweise Distanz-Matrices, so konnen diese
Matrices durch ein Vergleichsverfahren in Bidume umgewandelt werden. Mit Hilfe der
“ungewichteten Paar-Gruppierung mit arithmetischen Mitteln* (UPGMA, Sneath und Sokal
1973) wird die geringste Distanz zwischen zwei Individuen als Basispunkt definiert und von
ihr ausgehend alle weiteren Individuen nach Grad ihrer Distanz hinzugefiigt. Man erhilt so
einen ultrametrischen Baum. Die Methode des neighbour-joining (NJ, Saitou und Nei 1987)
berechnet nicht nur einen Ausgangpunkt fiir alle untersuchten Individuen, sondern errechnet
die Beziehungen der Individuen zueinander.
Nei (1978) gibt an, dass die genetische Identitit (I) zwischen zwei Populationen grof3er als
0,85 sein muss, um die Zugehorigkeit zu ein und derselben Spezies zu belegen. Die genetische
Distanz (D) kann als negativer natiirlicher Logarithmus der Identitdt berechnet werden.
D=-Inl
Dies wiederum bedeutet, dass zwei Population zu einer Spezies gehdren wenn ihre genetische
Distanz kleiner als 0,16 ist. Die Distanz-Methoden produzieren Biume, die einen guten
Ausgangpunkt fir die diskreten Methoden darstellen. Sie geben jedoch keine Auskunft tber
den tatsidchlichen Zeitraum, der zur Populationstrennung nétig war.
Diskrete Methoden sind das Maximale-Parsimonie-Verfahren und das Maximale-
Wahrscheinlichkeits-Verfahren, hier wird jeder Charakter (z.B. jede auftretende Mutation) als
einzelne Information verwendet. Bei dem Maximale-Parsimonie-Verfahren, werden alle
untersuchten Individuen anhand der wenigsten Anderungen der Charaktere, die nétig sind um
von Spezies A zu Spezies B zu gelangen, sortiert. Hierbei werden eine Vielzahl von Biumen
berechnet, die in einem Konsensus-Baum zusammengefiigt werden. Bei dem Maximale-
Wahrscheinlichkeits-Verfahren, wird die Wahrscheinlichkeit zum Auftreten der einzelnen
Charaktere berechnet und anhand dieser Wahrscheinlichkeiten werden die untersuchten
Individuen sortiert, d.h. ein Individuum mit einer unwahrscheinlichen Charakterauspragung ist
weiter vom Ursprung entfernt, als ein Individuum mit wahrscheinlicher Charakterausprigung.
Parsimonie-Verfahren und Distanz-Verfahren sind in der Regel auf alle genetischen Daten
anwendbar, das Maximale-Wahrscheinlichkeits-Verfahren ist hauptsichlich auf Sequenzdaten
anwendbar, da die hiermit bearbeiteten Daten einen evolutiven Charakter aufweisen miissen
(Lowe et al. 2005, S. 184).
Ein Verfahren, dass auf alle vier Methoden anwendbar ist und eine genauere
Verwandtschaftsaufdeckung erlaubt, ist das so genannte boozstrap-Verfahren (Wiesemduller et al.
2002). Hierbei werden zufillig, aus dem Gesamtdatensatz, einige Datensitze geloscht und ein

Baum erstellt. Dieses Verfahren wird 100-1000 Mal wiederholt. Je haufiger einzelne
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Datensitze in den erstellten Baumen vorkommen, desto wahrscheinlicher ist ihre Monophylie
und ithnen wird ein bootstrap-Wert groBBer als 75-80 zugewiesen.

Fir die meisten der hier vorgestellten genetischen Auswertungsverfahren gibt es kommerziell
zu erwerbende Computer-Programme, welche den Arbeitsaufwand deutlich verringern.
Dennoch sollten diese Programme nur verwendet werden, wenn ihre Funktionsweise
verstanden wurde, damit die gezielte Erwirtschaftung aussagefidhiger Resultate gewihrleistet

wird.

2.4 Kulturhistorische Grundlagen

Wie in der Biologie, wird das Erfassen von Kulturen und ihrem Wandel als Evolution
bezeichnet. Um kulturelle Vielfalt zu ordnen, wird auch hier systematisiert und kategorisiert,
um den Wandlungsprozess zu erkennen und zu beurteilen. Hierzu muss zunichst definiert
werden, was Kultur ist und an welchen Funktionen ein Wandlungsprozess ansetzen kann.
Auch der Prozess der Wandlung und ihr Ausléser mussen betrachtet werden. Das Folgende
hat keinen Anspruch auf Vollstindigkeit, soll jedoch einen Einstieg in die Thematik fiir

fachfremde Wissenschaftler ermdéglichen.

2.4.1 Definition von Kultur , Sozialsystemen, Zivilisation und Religion

Der Begriff Kultur entstammt dem lateinischen ,,cultura® und bedeutet Bearbeitung,
Bebauung oder Anbau (Stowasser et al. 1991). Metaphorisch bezeichnet sie die Veredlung
oder die Verehrung. Abgeleitet von dieser urspriinglichen Bedeutung gibt es eine Vielzahl von
Definitionen.

Edward B. Tylor definierte 1871 Kultur als jenes komplexe Ganze, das Wissen, Glauben,
Kunst, Moral, Gesetz, Brauch und alle anderen Fihigkeiten und Gewohnheiten umfasst, die
sich der Mensch als Mitglied der Gesellschaft erworben hat (Tylor 1958).

Julian Huxley (1887-1975) definiert, wie Leslie White (1900-1975), dass Kultur aus drei
Subsystemen besteht: Mentefakte (= Ideologie), Artefakte (= Technologie) und Soziofakte (=
Soziologie) (Fellmann 1996). Mentefakte bezeichnen das System aus Ideen, Glauben und
Wissen einer Kultur, die kommunikativ weiter gegeben werden. Artefakte bezeichnen die
materiellen Objekte einer Kultur und die Technologie mit der diese erschaffen werden.
Soziofakte sind die soziale Organisation einer Kultur, die ihre strukturelle Verhaltensweise

bestimmt.
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Weber (1956) definierte Kultur als ein ,mit Sinn und Bedeutung bedachter endlicher
Ausschnitt aus der sinnlosen Unendlichkeit des Weltgeschehens.”. Damit sieht er Kultur als
Ausdruck sozialen Handelns.

Parson und Shils (1990) definieren Kultur als Organisation von Werten, Normen und
Symbolen, welche die Wahl der Akteure lenken und die Interaktion zwischen Individuen
limitiert.

Die Definition von Spradley und McCurd (1987) integriert als weiteres Merkmal die Okologie,
in der die Kultur existiert: Kultur ist erlernt und geteilt. Dartiber hinaus ist sie adaptiv.
Menschen bewiltigen die Anforderungen ihrer natirlichen und sozialen Umgebung durch ihr
tradiertes Wissen. Diese Definition impliziert auch, dass Kultur dynamischen Prozessen
ausgesetzt ist.

Roseberry (1989) formuliert, dass Kultur zum Einen eine Darstellung des Sozialen verkérpert,
da sie ein Produkt von Aktivititen ist, zum Anderen ist sie sozial bestimmt, da sie Teil des
Kontextes ist, in dem Aktivititen stattfinden.

Zusammenfassend kann man Kultur also als Gesamtheit menschlicher Aktionen und ihrer
Produkte bezeichnen, sie ist Ausdruck und Bestandteil eines sozialen Geftiges.

Um Kulturwandel zu verstehen, muss zunichst betrachtet werden, welche Sozialsysteme
Menschen bilden kénnen.

Die soziale Organisation kann in fiinf Stadien unterteilt werden: Banden, Stimme (Sippen),
Stammesfirstentimer, Staaten und Konigreiche (Service 1971). Konigreiche gehen meist aus

Staaten hervor, jedoch steigt der Staatsregierende zu einem Gott dhnlichem Wesen auf. In

Tabelle 8 sind die wichtigsten Charakteristika der ersten vier Stadien gelistet.

Tabelle 8: Charakteristika der Sozialen Organisation (nach Service 1971)

Banden Stimme Stammesfurstentimer Staaten
Populationsgrofie 25-50 >100 >1000 >100000
Subsistenzstrategie jagen und Hortikultur und nicht-mechanisierte intensive Agrikultur und
sammeln Pastoralismus Agrikultur Handel
Okonomie generalisierte Reziprozitit und Redistribution Mirkte
Reziprozitit Teilredistribution
Sozialstruktur egalitir, Anfihrer | einsetzende Status | klassifizierte definierte Klassen, hoch
nur in spezifischer | Unterschiede, Gesellschaft stratifiziert
Situation jedoch nicht starr
und permanent
Abstammung kognat direkt direkt kognat und direkt

Politisches System

nicht-zentralisiert,
Konsens —

nicht-zentralisiert,
Teilzeit Anfihrer

zentralisiert, General
Autoritit, aufgrund des

zentralisierte Autoritit,
mit formellen

Entscheidungen, basierend auf Alter | Geburtsrechtes. Verwaltungsapparaten,
Macht durch 0.4., Macht durch »zugeschriebener Macht wird durch das
Einfluss, nur Fihigkeiten und Status® Gesetz verliechen
zeitweise Anfiuhrer | Wissen, ,,erreichter
Status®
Beispiel bis in die 60er Yanomamo Bargawata Agypten und
Jahre Inuit (Arktis) | (Brasilien) (Notrdmarokko) Mesopotamien 5500 J.

v. h.
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Ein weiteres wichtiges Unterscheidungsmerkmal ist das der ruralen und urbanen Lebensweise.
Unter die rurale Lebensweise fallen die sozialen Organisationen der Banden und Stimme.
Stammesfirstentimer und Staaten weisen neben urbanen Zentren auch rurale Strukturen in
der Peripherie auf. Urbane Strukturen koénnen Stidte und Staaten sein. Eine Stadt ist eine
Siedlung aus tiber 5000 Individuen, die dort lebende Bevolkerung ist nicht selbst produzierend
und abhingig vom Hinterland. Thre 6konomische Struktur kann auf Mirkte, Taxation oder
Redistribution beruhen. Die Stadt ist idiosynkratisch, also ein Baustein eines komplexen
Systems, sie enthidlt o6ffentliche GrofBbauten, Strallen und hat ein hochzentralisiertes
administratives System (Whitehouse und Wilkins 1986). Die Stadt kann unterschiedliche
Kulturen beherbergen. Der Staat besteht aus mehreren Stidten sowie ruralen Strukturen, er
zeichnet sich durch territoriale Souveranitit und administrative Hierarchie aus.

Zivilisation bezeichnet die kulturelle Einheit von Gesellschaften mit dhnlichem Wertesystem.
Ihre Definition ist ahnlich vielseitig wie die der Kultur. Sanders und Price (1968) definieren
Zivilisation basierend auf Sozialstruktur. Als mal3gebliche Indikatoren sehen sie die
Stratifikation der Gesellschaft, monumentale Bauten und Siedlungshierarchien. Dariiber
hinaus geben sie an, dass eine Zivilisation immer staatenbasiert, aber nicht stidtebasiert sein
muss. Einen dhnlichen Ansatz verfolgt Trigger (2003), der Zivilisation ebenfalls an der
Sozialstruktur einer Gesellschaft festmacht. Er geht hierbei von Klassenhierarchie aus, die auf
Surplus-Strategie beruht. Sie beinhaltet Spezialisten und ist komplex organisiert, die staatliche
Organisation ist hierarchisch und Macht und Recht werden zentral verwaltet. Wolf (1982)
dagegen sicht die Zivilisation als Raum fir kulturelle Interaktion. Sie besteht aus einer
tributiren Gesellschaft, die hegemonisch organisiert ist und in der das ideologische Modell
von allen Teilnehmern natirliche Akzeptanz erfihrt. Burger (1992) formuliert, dass
Zivilisationen aus dem Zugewinn an Kunst und Wissenschaft entstehen. Hierfiir ist eine
komplexe Gesellschaft und kulturelle Zusammengehorigkeit nétig. Das soziale System ist
hierarchisch geordnet und es existieren Spezialisten.

Diese vier Definitionen lassen den Zivilisationsbegriff nur fir Stammestirstentimer und
Staaten zu. Dies wirde wiederum bedeuten, dass Banden und Stimme als nicht zivilisiert zu
betrachten sind. Eine Definition der Zivilisation, die eine Anwendung auch auf Stimme und
Banden zulisst, ist die der ,,Funktionellen Interdependenz® (Wenke 1981). Sie geht davon aus,
dass Einheiten von Menschen voneinander abhingig sind, da sie nicht alles fiir ihr kulturelles
und physisches Uberleben beitragen konnen. Dies setzt lediglich ein geringes MaB3 an
Stratifizierung voraus, da der Austausch auch von einem kurzzeitigen Anfihrer durchgefihrt

werden kann.
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Ein Bestandteil der Kultur, und damit auch der Zivilisation, ist das Subsystem der Mentefakte.

Spezifisch der Glaube an tbernatirliche Wesen und Krifte scheint allen Kulturen gleich zu

sein. Dieser Glaube kann in fiinf Kategorien unterteil werden (Cancik et al. 1998):

® Animatismus, er bezeichnet den Glauben an etwas nicht personifiziertes, ungesehenes,
das potenziell iberall vorliegt, wie z.B. Naturkrifte. Es tritt besonders hiufig in
Kleingesellschaften auf.

® Animismus, er bezeichnet den Glauben an personifizierte Naturerscheinungen.
Diese Personifikationen, z.B. Naturgottheiten, zeichnen sich durch Charakteristika
aus (z.B. Geschlecht 0.4.)

® Ancestrale Seelen, dies ist der Glaube an die Seele der Verstorbenen, die besondets
gehuldigt werden miissen.

® Gotter und Gottinnen, sie besitzen Identititen und Attribute und herrschen. Man
unterscheidet in Monotheismus und Polytheismus. Polytheismus zeichnet sich immer durch
eine hierarchische Struktur innerhalb der Gétter aus.

® kleinere Gbernatirliche Wesen, diese sind in der Regel eine Art Gliicks- oder

Unglucksbringer, die Bezug zum alltaglichen Leben haben.

Der Glaube einer Kultur ist abhidnglg, von ihren spezifischen gesellschaftlichen
Naturverhiltnissen. So sehen z.B. Swanson und Lenert (Cancik et al. 1998, S. 325) einen
Zusammenhang zwischen der Komplexitit einer Gesellschaft und der Komplexitit des
Gotterglaubens. Brelich (Cancik et al. 1998, S. 325) sieht z.B. den Ackerbau als
Vorraussetzung fur die Entwicklung von Polytheismus. Klimatische Verinderungen wirken
sich ebenfalls auf den Glauben von Kulturen aus. Fir Mesopotamien konnte das Auftreten
und die Intensivierung des Glaubens an den Sturm-Gott, mit den wechselnden klimatischen
Bedingungen in dieser Region belegt werden (Green 2003). Die Artefakte, die aus der Ebene
der Mentefakte und Soziofakte hervorgehen, sind also der Ausdruck einer Kultur, die

wiederum ein Spiegel 6kologischer Begebenheiten sein kann.

2.4.2 Kulturwandel und seine Ursachen

Um Kulturwandel zu erkliren gibt es eine Vielzahl theoretischer Ansitze, von denen nur
einige erwihnt werden sollen. Childe (in Redman 1978) prigte die evolutionistische Theorie.

Er geht von rational-6konomischen Entscheidungen aus, die zur Staatenbildung fithren. Die
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Entstehung der Agrikultur fithrt zu einem Uberschuss an Nahrung, was wiederum zur
Expansion der Populationen fiihrt. Diese nun grof3eren Populationen bieten die Moglichkeit
der Arbeitsteilung, also der Spezialisierung bestimmter Personen. Diese Vielzahl an
Spezialisierung fihrt zu einer Erweiterung der Technologien, und Mirkte entstehen, die
wiederum zu einem Ungleichgewicht der Verteilung von Reichtum fithren. Dieses
Ungleichgewicht verursacht einen Sozialdruck, der nur durch ein politisches, zentralisiert
verwaltendes, System aufgelost werden kann. Der Selbsterhaltungstrieb der Individuen
bewirkt die Akzeptanz der hierarchischen Gesellschaft. Diese Theorie geht von einer
unilinearen Evolutionsrichtung aus.

Max Weber (in Bendix 1960) definierte drei Formen der politischen Machtverteilung:
charismatische Herrschaft, aufgrund von Abstammung, traditionelle Herrschaft und legale
Herrschaft. Die charismatische Herrschaft bezeichnet er als instabil und potentiell durch
traditionelle Herrschaft ablosbar. Diese birgt jedoch die Gefahr der Ablehnung durch die
Gesellschaft, was wiederum zu einer Ablosung durch legale Herrschaft fithren kann. Dieser
Wandlungsprozess, hin zu einem birokratischen System, beruhe auf rationalen
Entscheidungen.

Wittfogel (1962) formulierte die hydraulische Theorie fiir asiatische Kulturentwicklung. Sie
geht davon aus, dass intensive Agrikultur einer Organisation der Bewisserungssysteme bedarf.
Diese Organisation liegt in der Hand einiger weniger Mitglieder der Gesellschaft, die tiber das
notige Wissen verfugen. Diese Mitglieder bilden nach und nach die elitire Schicht der
Gesellschaft, denen die Macht tiber die Bewisserungssysteme innewohnt.

Steward (1976) ging davon aus, dass Kulturwandel primir von Technologie und Okonomie
bestimmt ist. Sekunddre Faktoren seien Ideologie, Religion und das politische System. Seine
Theorie wird auch als multilineare Evolution bezeichnet.

Carneiro (2000) formulierte die Theorie des Zwanges. Aufgrund von Agrikultur kommt es zu
einem Populationswachstum, der einen Kampf um Ressourcen zufolge hat. Dies fihrt zu
einer Notwendigkeit militirischer Einheiten, die wiederum einer Verwaltung bediirfen. Das so
entstandene Kontrollorgan kann das Militir fir die Tributeintreibung und die
Ressourcenverteilung einsetzen, was zur Stratifizierung der Gesellschaft fiihrt.

McAdam (1966) formulierte die These der Multi-Ursachen Erklirung fir den Kulturwandel.
Gesellschaftswandel, Kulturwandel und Umweltwandel sind nach ihm eng verkniipft. Ein
Umweltwandel, hin zu einer hoéheren Ressourcenvielfalt, wiirde zum Ressourcenkampf
fihren. Die Teile der Gesellschaft, die diesem Kampf unterliegen, missten dann zukinftig
Tribut an die Sieger abgeben, was eine Stratifizierung der Gesellschaft verursachen wiirde.

Dieser Prozess ist mit dem Wachstum der Population zu verkniipfen.
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Ein weiterer Faktor, der den Theorien Carneiros und McAdams abzuleiten ist, ist der des
Besitzes. Wo hingegen vor dem Einsetzen der intensiven Agrikultur Gberwiegend usufruct als
Nutzungsprinzip von Fliche galt, setzen mit der Stratifizierung von Gesellschaften auch die
Nutzungsanspriche der Weide- und Anbauflichen ein, die ebenfalls einer Verwaltung

bedurfen.

Als Basisprozesse des Kulturwandels gelten Diffusion und Evolution. Diffusion bezeichnet
die Migration von Kultur oder Technologie in eine andere (s. z.B. Dixon 1928). Evolution ist
hier wie in der Biologie zu verstehen und beinhaltet Mechanismen der Isolation und Selektion.
Technologien entstehen bei ihr aufgrund der natirlichen Anpassung.

Binford (2001) definierte die Nischen-Fillung, als Prozess des Kulturwandels. Durch die
Besetzung neuer offener Nischen entstehen neue Organisationskollektive. Prentiss und
Chatters (2003) sehen den Prozess der Dezimierung und Diversifikation als Antrieb fur
Kulturwandel. Hierbei sehen sie giinstige, oder sich wandelnde Umweltbedingungen als
ausschlaggebend fur die Verdnderbarkeit von Populationen und der ihnen innewohnenden
Kultur. Die Migrationsbewegungen von Menschen versucht man heute mit genetischen
Untersuchungen zu verstehen. Bei demischer Diffusion existiert ein genetischer Gradient, der
Verteilung von Genmustern (Cavalli-Sforza 1996). Anhand dieser Untersuchungen wird
derzeit belegt, dass Agrikultur in Eurasien durch Diffusion, also Migrationen von Menschen
die bereits Agrikultur betrieben, verbreitet wurde. Ob dieses Modell auch fir Stid-Amerika gilt
ist derzeit nicht bekannt. Die Tatsache, dass jedoch Subsitenzékonomie-Modelle wie
Agrikultur (s. Abb. 22) und Pastoralismus unabhingig voneinander mehrfach entwickelt
worden sind, zeigt, dass Kulturwandel sowohl auf Diffusion als auch auf Evolution beruhen

kann.

@ ca.6800 v.Chr.

@ ca. 3200 v.Chr. @ ca.8500 v.Chr.
@ca. 7500 v.Chr.

@ c2.8000 v.Chr.
@ ca. 2500 v. Chr,

@ ca. 5800 v.Chr.

Abbildung 22: Zentren der unabhingigen Transition zu Agrikultur und ihren Entstehungszeitpunkten (nach
Olsson 2001)
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Der cinsetzende Klimawandel zwischen 8000-10000 J. v. h. wird heute als
Hauptantriebsfaktor fir die Entwicklung der Sesshaftwerdung und damit der Entstehung von
Agrikultur gesehen. In diesem Zeitalter setzt die Extinktion der grolen Mammalia ein, die
letztendlich eine Folge der klimatischen Verinderungen war (Barnosky et al. 2004). Die
Erwirmung und hiufige Uberflutungen zwangen die Menschen neue Ubetlebensstrategien zu
wihlen, wie z.B. spezialisierter Jagd oder eine teilsedentire Lebensweise. Wilde Getreidearten
wuchsen unter den neuen Bedingungen vermehrt und boten eine neue Moglichkeit der
Nahrungsquelle (Diamond 2005). Zwischen dem frithen und dem spiten Holozin (ca. 5200 J.
v. h.) setzte erneut ein klimatischer Wandel ein und die Temperaturen gingen wieder leicht
zuriick (Thompson et al. 2006). Diese erneute Veranderung fithrte zu vermindertem
Niederschlag und einer zunehmenden Siedlungsdichte an Flissen (Brooks 2006). Issar und
Zohar (2004) assoziieren die Entstehung der Agrikultur im mittleren Osten direkt mit den
klimatischen Verinderungen, hin zu einer Temperatursteigerung und deutlich trockeneren
Bedingungen. Dariiber hinaus geben sie an, dass die urbane Revolution ebenso mit
klimatischen Bedingungen zusammenhingt.

In Abbildung 23 ist eine vergleichende Zusammenfassung von klimatischen Verinderungen

und Kulturwandel dargestellt.

AK Naher Osten und Mexiko Untergang Tiahuanacu-Kultur
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Abbildung 23: Temperaturschwankungen der letzten 17000 Jahre (aus Alley 2002) und Zusammenhinge mit
Kulturwandel (nach Brooks 2004 und 2006, Eitel et al. 2006 )

Die Korrelation zwischen Klimawandel und dem damit verbundenem Umweltwandel spielten
auch bei der Besiedelung des amerikanischen Kontinents durch die Europier eine
entscheidende Rolle. So verschwand beispielsweise um 1587 die Griinder-Population von
Roanoke (Stahle et al. 1998). Dieses Aussterben einer Population konnte mit einer lang
anhaltenden Dirre assoziiert werden. Die Umweltphinomene die zum Kulturwandel fihren,

miussen also nicht immer globaler Natur sein.
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Die Lebens- und Ubetlebensstrategien, die Populationen wihlen, sind also entscheidend fiir
die Entwicklung und Ausprigung ihrer Kultur. Multiple Faktoren sollten daher bei der

Untersuchung von Kulturentstehung und Kulturwandel erfasst werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Rezentes Probenmaterial und Vergleichssequenzen

Zur Entwicklung von Systemen zur genetischen Untersuchung der Neuwelt-Camelidae,
musste zunidchst ein rezentes Vergleichskollektiv gewonnen werden. Die Akquise rezenten
Probenmaterials erfolgte im Juli und August 2005. Hierbei wurden alle zoologischen Giirten in
Deutschland sowie die Haustiergenetik in Géttingen und ein privater Halter kontaktiert. Es
konnten so 43 Proben von insgesamt acht Standorten gesammelt werden. In Tabelle 9 sind

die Proben und alle zuginglichen Informationen beztiglich Phinotyp sowie Verwandtschaft

verzeichnet.
Tabelle 9: Proben rezenter Neuwelt-Camelidae
Name Spezies | Probenmaterial | Probenherkunft Geschlecht | Bes. Merkmale | Haarfarbe Int.Bez.
TLama Haare Haustiergenetik G6 weiblich / schwarz Tal
Lama Haare Haustiergenetik G6 weiblich / weil3 La2
TLama Haare Haustiergenetik G6 weiblich / weild La3
Lama Haare Haustiergenetik G6 weiblich / schwarz TLa4
Lama Haare Haustiergenetik G6 ? Fohlen von La 4 | schwarz Ta5s
Lama Blut Haustiergenetik G6 ? Fohlen von La 3 | weil3 la6
Sara Lama Haare Zoo Hannover weiblich rot La7
Sindbad | Lama Haare Zoo Hannover minnlich weil3 la8
Sarotti | Lama Haare Z.00 Hannover mannlich dunkelbraun | La 9
Flocke | Lama Haare Z.00o Hannover weiblich weil3 Lal0
K01 Alpaka | Haare Tiergarten Niirnberg weiblich rot-braun Alp 1
K02 Alpaka [ Haare Tiergarten Niirnberg weiblich rot-braun Alp 2
K03 Alpaka | Haare Tiergarten Nirnberg weiblich rot-braun Alp 3
Pepe Alpaka | Haare Tiergarten Nirnberg mannlich rot-braun Alp 4
Nueve | Alpaka [ Haare Tiergarten Nirnberg weiblich rot-braun Alp 5
Runa Alpaka | Haare Zucht Ziirich/Peru weiblich schwarz-braun | Alp 6
Graziella | Alpaka | Haare Zucht Ziirich/Peru weiblich grau Alp 7
178 Alpaka | Haare Zucht Ziitich/Peru weiblich grau Alp 8
Coco Alpaka [ Haare Zucht Ziirich/Peru weiblich grau-braun Alp 9
Conny | Alpaka [ Haare Zucht Zirich/Peru weiblich beige-braun Alp 10
Alpaka | Haare Z.00 Hannover weiblich Mutter Alp 12 | grau-schwarz | Alp11
Maja Alpaka | Haare Z.00 Hannover weiblich Tochter Alp11 | schwarz Alp 12
Euatjuk | Alpaka [ Haare Zoo Hannover weiblich rot-braun Alp 13
Wilhelm | Alpaka | Haare Z.0o Hannover minnlich rot-braun Alp 14
0,1 Ko2 | Guanako | Haare Tiergarten Niirnberg weiblich beige Gua 1
0,1 KO3 | Guanako [ Haare Tiergarten Niirnberg weiblich rétlich-beige | Gua 2
0,1 K04 | Guanako | Haare Tiergarten Nirnberg weiblich rétlich-beige | Gua 3
Petro Vikunja [ Haare Z.00 Hannover mannlich beige Vic 1
Vikunja | Haare Z.00 Hannover weiblich beige Vic 2
Aika Vikunja [ Haare Z.00 Hannover weiblich beige Vic 3
Queda | Vikunja | Haare Z.00 Hannover weiblich weil3 Vic 4
Xenia Vikunja | Haare Z.00 Hannover weiblich rotlich-beige | Vic 5
Mara Vikunja | Haare Zoo Hannover weiblich beige Vic 6
Dolores | Vikunja | Haare Zoo Halle weiblich hellbraun Vic 7
Vikunja | Haare Z.00 Halle weiblich hellbraun Vic 8
Vikunja [ Haare 7,00 Dresden mannlich hellbraun Vic9
70110 Vikunja | Haare Z.00 Hellabrunn Minchen | minnlich hellbraun Vicl0
Rosita Vikunja | Haare Z.00 Hellabrunn Minchen | weiblich hellbraun Vicll
Elias Vikunja | Haare Z.00 Hellabrunn Minchen | minnlich hellbraun Vicl2
Lola Vikunja | Haare Z.00 Hellabrunn Minchen | weiblich hellbraun Vicl3
Eugen | Vikunja [ Haare Zoo Hellabrunn Munchen | minnlich hellbraun Vicl4
Ricarda | Vikunja [ Haare Zoo Hellabrunn Munchen | weiblich hellbraun Vicl5
Ramona | Vikunja | Haare Zoo Hellabrunn Munchen | weiblich hellbraun Vicl6

Legende: Int.Bez = Interne Bezeichnung, G6 = Géttingen, ? = nicht bekannt
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Dartber hinaus standen Sequenzen zur Methodenentwicklung und als Vergleichsdaten iiber

die Datenbank NCBI Entrez Nucleotide (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) zur

Verfiigung. In Tabelle 10 sind die Sequenzen, die zur Methodenentwicklung genutzt wurden,

verzeichnet.
Tabelle 10: Sequenzen die zur Methodenentwicklung genutzt wurden

Zugangs-Nummer Spezies Sequenztyp
NC 002504 Lama pacos Mitochondrium komplett
AF305231 Lama pacos VOLP10
AF305228 Lama pacos VOLPO03
AF305237 Lama pacos VOLPG67
AF237493 Lama guanicoe LgU68
AF237491 Lama guanicoe LgU52
AF237488 Lama guanicoe LgU49
AF091125 Lama glama LCAGG
AF445641 Bos taurus MCIR
DQ530056 QOvis aries MCIR (mRNA)
EF392681 Sus scrofa MCIR
AB241551 Homo sapiens MCIR
AF001295 Homo sapiens TYRP1
AF400250 Bos tanrus TYRP1 (mRNA)
DQ0645492 Ovis aries TYRPI
AY052751 Canis lupus familiaris TYRP1 (mRNA)
AL035458 Homo sapiens ASIP
BC102291 Bos taurus ASIP (mRNA)
BC009122 Mus musculus ASIP

Die mRNA Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms EditSeq des Lasergene Software
Pakets (DNAStar) in DNA-Sequenzen umgeschrieben.
Seit September 2007 existieren auch Referenzsequenzen fir das MCIR Gen der Neuwelt-

Camelidae. Diese konnten nicht mehr in die Methodenentwicklung mit einbezogen werden,

wurden jedoch als Vergleichsmaterial herangezogen. In Tabelle 11 sind die
Vergleichssequenzen und ihre Zugangsnummer verzeichnet.

Tabelle 11: Sequenzen die als Vergleichsmaterial dienten
Zugangsnummer | Spezies Sequenztyp Publikation
NC 002504 Lama pacos Mitochondrium komplett | nein
AY 535253 Lama glama argentinia Cytochrom b komplett nein
AY 535252 Lama glama ccara Cytochrom b komplett nein
AY 535251 Lama glama chaku Cytochrom b komplett nein
AY 535258 Lama guanicoe cacsiliensis 1 | Cytochrom b komplett nein
AY 535257 Lama guanicoe cacsiliensis 2. | Cytochrom b komplett nein
AY 535256 Lama guanicoe cacsiliensis 3 | Cytochrom b komplett nein
AY 535276 Lama guanicoe buanacus 1| Cytochrom b komplett nein
AY 535275 Lama guanicoe huanacus 2| Cytochrom b komplett nein
AY 535274 Lama guanicoe buanacus 3 | Cytochrom b komplett nein
AY 535273 Lama gnanicoe bnanacus 4 | Cytochrom b komplett nein
AY 535272 Lama gnanicoe bnanacus 5 | Cytochrom b komplett nein
AY 535271 Lama gnanicoe hnanacus 6 | Cytochrom b komplett nein
AY 535270 Lama guanicoe hnanacus 7 | Cytochrom b komplett nein
AY 535269 Lama gnanicoe bnanacus 8 | Cytochrom b komplett nein
AY 535268 Lama gnanicoe bnanacus 9 | Cytochrom b komplett nein
AY 535267 Lama gnanicoe hnanacus 10 | Cytochrom b komplett nein
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Zugangsnummer | Spezies Sequenztyp Publikation
AY 535266 Lama gnanicoe hnanacus 11 | Cytochrom b komplett nein
AY 535265 Lama gnanicoe hnanacus 12 | Cytochrom b komplett nein
AY 535264 Lama gnanicoe hnanacus 13 | Cytochrom b komplett nein
AY 535263 Lama gnanicoe hnanacus 14 | Cytochrom b komplett nein
AY 535262 Lama gnanicoe hnanacus 15 | Cytochrom b komplett nein
AY 535261 Lama gnanicoe hnanacus 16 | Cytochrom b komplett nein
AY 535260 Lama guanicoe hnanacus 17 | Cytochrom b komplett nein
AY 535259 Lama guanicoe huanacus 18 | Cytochrom b komplett nein
AY 535284 Lama guanicoe guanicoe 1 Cytochrom b komplett nein
AY 535283 Lama guanicoe guanicoe 2 Cytochrom b komplett nein
AY 535282 Lama guanicoe guanicoe 3 Cytochrom b komplett nein
AY 535281 Lama guanicoe guanicoe 4 Cytochrom b komplett nein
AY 535280 Lama guanicoe guanicoe 5 Cytochrom b komplett nein
AY 535279 Lama guanicoe guanicoe 6 Cytochrom b komplett nein
AY 535278 Lama guanicoe guanicoe 7 Cytochrom b komplett nein
AY 535277 Lama guanicoe guanicoe 8 Cytochrom b komplett nein
AY 535250 Lama pacos huacaya Cytochrom b komplett nein
AY 535249 Lama pacos suri Cytochrom b komplett nein
AY 535254 Vicngna viengna mensalis Cytochrom b komplett nein
AY 535255 Vicugna viengna viengna Cytochrom b komplett nein
EU220010 Lama pacos MCI1R (seit 0907) nein
EU135880 Lama pacos MCI1R (seit 0907) nein

3.2 Ubetliefertes Probenmaterial

Insgesamt wurden zwei Probenakquisen fiir iiberliefertes Material durchgefithrt. Die erste
erfolgte im April 2005 durch Herrn Dr. Markus Reindel (DAI). Hierbei wurden insgesamt 68
Proben vor Ort entnommen, darunter waren 37 Zahn- und Knochenproben von finf
Fundorten und 31 Textilien von drei Fundorten. Im Mirz 2006 wurden weitere 119 Zahn-
und Knochenproben von sechs Fundorten und neun Textilproben von einem Fundort
entnommen. Die Fundorte und ihre Lage im Palpa-Tal sind in Abbildung 24 verzeichnet. Die
Proben aus Pernil Alto, Los Molinos, Hanaq Pacha und Montegrande entstammen
Trockenbodenlagerung, die der Fundorte Jauranga, La Mufia und Chillo entstammen
Feuchtbodenlagerung. Es wurden nur solche Proben entnommen, die duflerlich sichtbar
keinerlei ~ Degradierungsspuren, wie z.B.  Brushitbildung oder andere  starke
Strukturauflosungen, aufwiesen.

Da die Proben nicht direkt ausgefithrt werden durften, erfolgte der Transport nach
Deutschland erst rund sechs Monate nach der Probenentnahme. Die Proben lagerten bis zu
threm Fintreffen in Gottingen bei Raumtemperatur, danach wurden sie in der
Tiefkithlkammer bei -20°C gelagert. Die Proben erhielten eine interne Bezeichnung, die sich
aus dem ersten und letzten Buchstaben des Fundortes zusammensetzt (Bsp. Jauranga = JA).
Hinzu kamen fur die tierischen Knochen- und Zahnfunde der Zusatz A (animales) und fur

Textilien ein T (fextilias). Die Textilien erhielten dartber hinaus eine Farbangabe nach
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folgendem Schema: a (rot), b (griin), ¢ (blau), d (gelb), e (braun) und f (schwarz). Die
folgenden Fundortbeschreibungen wurden den Publikationen Reindel und Isla (2001), Reindel
et al. (2005) und Reindel und Isla (2006) entnommen.

Abbildung 24: Fundorte und ihre Lage im Palpa-Tal

3.2.1 Pernil Alto

Der Fundort Pernil Alto liegt im mittleren Rio Grande Tal. Siedlungsreste konnten hier fiir
das Archaikum, die Initialzeit und die frithe Paracas-Zeit nachgewiesen werden. Gebaudereste
deuten auf eine weitldufige Terassenanlage hin, die seit der frihen Paracas-Zeit genutzt wurde.
Fir einen Gebdudekomplex (40 x 20 m) konnte eine Nutzung iber den gesamten
Sielungszeitraum nachgewiesen werden. Im Grabungsbereich des Gebiudes wurden
Bestattungen aus dem Archaikum, der frithen Paracas-Zeit und der Nasca-Zeit identifiziert.
An tierischen Grabbeigaben wurden unter anderem ein Hirschgeweih (Bestattung aus dem
Archaikum) sowie einige Camelidae-Knochen gefunden. Es konnten insgesamt acht Proben
vom Fundort Pernil Alto gewonnen werden (s. Tab. 12). In Abbildung 25 sind exemplarisch

zwei Proben abgebildet.

72



Material und Methoden

Tabelle 12: Proben des Fundortes Pernil Alto

Probennr. | Zeitstellung | Material Probenentnahme/Erhalt | Int. Bez.
1002 Initialzeit Fragment des Os temporale | 0306/0906 AOA 1
1003 / Olecranon 0306,/0906 AOA 2
1004 Initialzeit Condylus des Kanonenbeins | 0306/0906 AOA 3
1005 mehrere Dens molaris 0306/0906 AOA 4
1006 mehrere Patella 0306/0906 AOA5
1007 Initialzeit Vertebra caudalis 0306/0906 AOA 6
1008 Initialzeit Pars petrosa 0306/0906 AOA 7
1009 Spit-Paracas | Patella 0306/0906 AOA 8

/ = nicht bekannt, Int. Bez.= Interne Bezeichnung

AOAIT AOA3

Abbildung 25: li.: Fragment des Os temporale, AOAT1 re.: Condylus Kanonenbein, AOA3

3.2.2 Jauranga

Der Fundort Jauranga wurde in der mittleren und spiten Paracas-Zeit genutzt. Neben
einfachen Lehmziegelbauten wurden zahlreiche Keramiken der Paracas-Zeit, Siedlungsreste,
tierische Uberreste (s. Abb. 26) und mehrere Griber gefunden. Eine durchgehende Besiedlung
von 600 -200 v. Chr. gilt als erwiesen, danach wurde Jauranga bis in die Nasca-Zeit hinein als
Bestattungsplatz genutzt. Handelsbeziehungen zu maritimen und andinen Populationen
konnten durch Spondylus- und Obsidianfunde belegt werden. Monumentalbauten konnten

jedoch nicht identifiziert werden.

2l
ik, CW fos ¥ A

Abbildung 26: Camelidae-Fund in Jauranga (Quelle: KAAK/DAI)
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Das tierische Material aus Jauranga wies zum Teil Brandspuren auf. Es wurden nur solche

Proben entnommen, die keine Verbrennungsspuren aufwiesen (s. Abb. 27). In Tabelle 13 sind

die entnommenen Proben aufgefiihrt.

Tabelle 13: Proben aus Jauranga

Probennr. | Zeitstellung Material Probenentnahme/Erhalt | Int. Bez.
642 Mittel-Paracas | Phalanges 1 0405/1005 JAA 1
643 Mittel-Paracas | Phalanges 1 0405/1005 JAA 2
644 Mittel-Paracas | Phalanges 1 0405/1005 JAA3
645 Spit-Paracas | Phalanges 1 0405/1005 JAA 4
646 Spit-Paracas | Phalanges 1 0405/1005 JAA'5
647 Spit-Paracas | Phalanges 1 0405/1005 JAA G
648 Spit-Paracas | Mandibularfragment, 2x Dens molaris | 0405/1005 JAAT7
649 Spit-Paracas | Dens incisivus 0405/1005 JAA 8
650 Spit-Paracas | Dentes pulverisiert 0405/1005 JAA9
651 Spit-Paracas | Phalanges 1 0405/1005 JAA 10
937 / Diaphyse 0306/0906 JAA 11
938 Mittel-Paracas | 2 x Dens molaris 0306/0906 JAA 12
939 Spit-Paracas | 2 x Dens molaris 0306/0906 JAA 13
940 Mittel-Paracas | Patella 0306/0906 JAA 14
941 Mittel-Paracas | Patella 0306/0906 JAA 15
942 Spit-Paracas | Dens molaris 0306/0906 JAA 16
955 Spit-Paracas | Pars petrosa 0306/0906 JAA 17
956 Spit-Paracas | Fragment 0306/0906 JAA 18
957 Spit-Paracas | Patella 0306/0906 JAA 19
958 / Pars petrosa 0306/0906 JAA 20
975 Spit-Paracas | Fragmente Dentes 0306/0906 JAA 21
976 Spit-Paracas | Epiphyse ? 0306/0906 JAA 22
977 Spit-Paracas | Epiphyse ? 0306/0906 JAA 23
1010 Spit-Paracas | Patella 0306/0906 JAA 24
1011 Mittel-Paracas | Patella 0306/0906 JAA 25
1012 Spit-Paracas | Patella 0306/0906 JAA 26
1013 Spit-Paracas | Vertebra sacralis 0306/0906 JAA 27
1014 Spit-Paracas | Pars petrosa 0306/0906 JAA 28
1015 / a: Pars petrosa re., b: Pars petrosa re., | 0306/0906 JAA 29
c: Dentes molaris Dentes incisivi
1016 Mittel-Paracas | Patella 0306/0906 JAA 30

Legende: Int. Bez. = Interne Bezeichnung, / = keine genaue zeitliche Einordnung mdéglich

Abbildung 27: li.: Dentes incisivi und molaris JAA 29¢, re. : Diaphysenfragmente JAA11
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3.2.3 Los Molinos

Der Fundort Los Molinos wurde in der frithen und mittleren Nasca-Zeit genutzt. LLos Molinos
wird als regionales Zentrum dieser Zeitstellung angesprochen, da es Monumentalbauten
aufweist (s. Abb. 28). Die Aufgabe der Siedlung erfolgte aufgrund starker Regenfille und die
Gebiude wurden nur noch als Bestattungsplatz genutzt. Angrenzend an die Siedlung, konnte
ein Griberfeld ausgemacht werden. Neben zahlreichen Tierknochen (s. Abb. 29), wurden in

Los Molinos eine Vielzahl hochwertiger Textilien gefunden. In Tabelle 14 sind die

entnommenen Proben gelistet.

Abbildung 28: Ausgrabungen am Fundort Los Molinos (Quelle: KAAK/DATI)

Tabelle 14:Proben aus L.os Molinos

Probennr. | Zeitstellung | Material Probenentnahme/Erhalt | Int. Bez.
672 OF (?) Dens incisivus 0405/1005 MSA1
673 OF (?) Dens incisivus 0405/1005 MSA 2
675 OF (9 Epiphyse Kanonenbein 0405/1005 MSA 3
676 OF (?) Epiphyse Kanonenbein 0405/1005 MSA 4
677 OF (?) Phalanges 1 0405/1005 MSA 5
678 OF () Phalanges 1 0405/1005 MSA 6
748 OF (N5) Phalanges 1 0405/1005 MSA 7
749 Frih-Nasca | Phalanges 1 0405/1005 MSA 8
750 Frith-Nasca | Phalanges 1 0405/1005 MSA 9
751 Frih-Nasca | Phalanges 1 0405/1005 MSA 10
752 / Phalanges 1 0405/1005 MSA 11
753 Frith Nasca | Phalanges 1 0405/1005 MSA 12
754 Frih Nasca | Phalanges 1 0405/1005 MSA 13
943 Frih Nasca | Os sesamoideum 0306/0906 MSA 14
944 Frith Nasca | Os sesamoideum, Diaphyse 0306/0906 MSA 15
945 Frith Nasca | Diaphyse 0306/0906 MSA 16
946 Frith Nasca | Dens molaris, Fragment 0306/0906 MSA 17
947 Frih Nasca | Patella 0306/0906 MSA 18
948 OF (N3) Vertebra caudalis 0306/0906 MSA 19
949 Frith Nasca | Epiphyse Tibia 0306/0906 MSA 20
950 Frih Nasca | Vertebrae (vermutlich Canis spec.) 0306/0906 MSA 21
951 Frith Nasca | Pars petrosa 0306/0906 MSA 22
952 OF (N3) Patella 0306/0906 MSA 23
953 OF (?) Epiphyse ? 0306/0906 MSA 24
954 Frih Nasca | Vertebra thoracalis 0306/0906 MSA 25
959 Frih Nasca | Fragment 0306/0906 MSA 26
960 MittelNasca | Vertebra sacralis 0306/0906 MSA 27
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Probennr. | Zeitstellung | Material Probenentnahme/Erhalt | Int. Bez.
961 Fruh Nasca | Vertebra cervicalis 0306/0906 MSA 28
962 Frith Nasca | Pars petrosa 0306/0906 MSA 29
963 / 3 x Dens molaris 0306/0906 MSA 30
964 / Epiphyse Kanonenbein 0306/0906 MSA 31
965 OF (?) Patella 0306/0906 MSA 32
966 Paracas Olecranon 0306,/0906 MSA 33
967 OF (? Dens molaris 0306/0906 MSA 34
968 / Pars petrosa 0306/0906 MSA 35
969 OF (9 Patella 0306/0906 MSA 36
978 Frith Nasca | Diaphyse 0306/0906 MSA 37
979 MitteINasca | Pars petrosa 0306/0906 MSA 38
980 MitteINasca | Fragment Vertebra cervicalis 0306/0906 MSA 39
981 OF (?) 2 x Dens molaris 0306/0906 MSA 40
982 Frih Nasca | Vertebra caudalis 0306/0906 MSA 41
983 MittelNasca | Vertebra cervicalis 0306,/0906 MSA 42
986 OF (?) Pars petrosa 0306/0906 MSA 43
987 Frith Nasca | Epiphyse ? 0306/0906 MSA 44
988 Frih Nasca | a: Pars petrosa li,, b: Pars petrosa re., | 0306/0906 MSA 45
c: Dens molaris

989 OF (N3-5) | Dens molaris 0306/0906 MSA 46
990 Frith Nasca | Pars petrosa 0306/0906 MSA 47
991 Frith Nasca | Dens molaris 0306/0906 MSA 48
700 MittelNasca | Webearbeit £ 0405/1005 MST 1

702 MittelNasca | Wollfaden a, b 0405/1005 MST 2

703 MittelNasca | Wollfaden a, b 0405/1005 MST 3

704 MittelNasca | Wollfaden a 0405/1005 MST 4

706 Frith Nasca | Haarflechte a, b, ¢, d 0405/1005 MST 5

707 Frih Nasca | Haarflechte a, e 0405/1005 MST 6

708 Fruh Nasca | Zwirn a 0405/1005 MST 7

709 Frith Nasca | Zwirn b 0405/1005 MST 8

710 Frih Nasca | Zwirn a, ¢ 0405/1005 MST 9

713 Frith Nasca | Fransen a, d 0405/1005 MST 10
714 Frith Nasca | Fransena, b, d, e 0405/1005 MST 11
715 MittelNasca | Fransen a, d 0405/1005 MST 12
716 OF (N4-5) Webearbeit c, e +B 0405/1005 MST 13
717 OF (N4-5) Webeatbeit a, b, d +B 0405/1005 MST 14
718 OF (N4-5) Webearbeit b +B 0405/1005 MST 15
719 OF (N4-5) Fransen a, d 0405/1005 MST 16
720 OF (N4-5) Fransen f 0405/1005 MST 17
721 OF (N4-5) Fransen a, e 0405/1005 MST 18
722 OF (N4-5) Haargeflecht a 0405/1005 MST 19
723 Frith-Nasca | Haargeflechta, b 0405/1005 MST 20
724 Frith-Nasca | Wollfaden d 0405/1005 MST 21
726 Frith-Nasca | Haargeflecht a 0405/1005 MST 22
729 Frith-Nasca | Wollfaden a 0405/1005 MST 23
733 OF (N5) Webarbeit a, b, d, e 0405/1005 MST 24

Legende: Int. Bez. = Interne Bezeichnung, OF = Oberflichenfund, ? = Zeitstellung unbekannt, / = Zeitstellung
konnte nicht zugeordnet werden, N = Nasca

MSA29 P : MSA28

Abbildung 29: li.: Pars petrosa MSA29, re.: Vertebra cervicalis MSA28
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3.2.4 L.a Musa

La Mufa iibernahm die Funktion des Siedlungszentrums nach der Aufgabe von Los Molinos.
In La Muna konnte die erste Nekropole der Nasca-Zeit entdeckt werden. Die Grabkammern
(s. Abb. 30) waren grof3tenteils geplindert, jedoch konnten noch Goldfunde, Feinkeramik und

Schmuckstiicke geborgen werden. Diese reich ausgestatteten Griber deuten auf eine

stratifizierte Gesellschaft. Auch La Mufia wurde wegen Uberflutungen aufgegeben.

T

TN

Abbildung 30: Ausgrabungen an einem Schachtkammergrab in La Mufia (Quelle: KAAK/DATI)

In Tabelle 15 sind die entnommenen Proben des Fundortes I.a Mufia verzeichnet. In

Abbildung 31 sind exemplarisch zwei Proben dargestellt.

Tabelle 15: Proben des Fundortes L.a Muna

Probennr. | Zeitstellung Material Probenentnahme/Erhalt | Int. Bez.
755 Mittel-Nasca Phalanges 1 0405/1005 MAA 1
756 Mittel-Nasca Phalanges 1 0405/1005 MAA 2
757 Mittel-Nasca Phalanges 1 0405/1005 MAA 3
758 Mittel-Nasca Phalanges 1 0405/1005 MAA 4
759 Mittel-Nasca Phalanges 1 0405/1005 MAA 5
760 Mittel-Nasca Mandibula mit Dentes praemolaris 0405/1005 MAA 6
761 Mittel-Nasca Phalanges 1 0405/1005 MAA 7
762 Mittel-Nasca Mandibularfragment 0405/1005 MAA 8
763 Mittel-Nasca Mandibularfragment 0405/1005 MAA 9
764 Mittel-Nasca Phalanges 1 0405/1005 MAA 10
970 Mittel-Nasca a: Pars petrosa b: Dens molaris 0306/0906 MAA 11
971 Mittel-Nasca Mandibularfragment 0306/0906 MAA 12
972 Mittel-Nasca Pars petrosa 0306/0906 MAA 13
973 Mittel-Nasca Dens molaris 0306/0906 MAA 14
974 Mittel-Nasca Dens incisivus 0306,/0906 MAA 15
984 Mittel-Nasca Dens molaris 0306/0906 MAA 16
985 Mittel-Nasca Os sesamoideum, Diaphyse 0306/0906 MAA 17
992 Mittel-Nasca Epiphyse Femur 0306/0906 MAA 18
993 Mittel-Nasca Patella 0306/0906 MAA 19
994 Mittel-Nasca Vertebra thoracalis 0306/0906 MAA 20
995 Mittel-Nasca Fragment Scapula 0306/0906 MAA 21
996 Mittel-Nasca Vertebra sacralis 0306/0906 MAA 22
997 Mittel-Nasca a: Pars petrosa li., b: Pars petrosa re. 0306/0906 MAA 23
998 Mittel-Nasca Pars petrosa (evt. Canis spec.) 0306/0906 MAA 24
999 Mittel-Nasca Pars petrosa 0306/0906 MAA 25
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Probennr. | Zeitstellung Material Probenentnahme/Erhalt | Int. Bez.

1001 Mittel-Nasca a: Pars petrosa re. b: Pars petrosa re. | 0306/0906 MAA 26
c: Dentes molaris und incisivi

697 Mittel-Nasca Zwirn e 0405/1005 MAT 1

725 Mittel-Nasca Haarflechte e, f 0405/1005 MAT 2

Legende: Int. Bez. = Interne Bezeichnung

N

A

y

MAA26b
MAA26¢

T R

Abbildung 31: li.: Partes petrosae MAA 20, re.: Incisivi und Molaren MAA26

3.2.5 Hanaq Pacha

Dieser Fundort ist ein Griberfeld aus der Phase Nasca 5. Es wurde bei den Bauarbeiten zum
heutigen Grabungshaus in Palpa entdeckt. Neben 21 Bestattungen enthielt es zahlreiche
Keramikfunde und tierische Uberreste. Da es sich hier um ein sehr kleines Areal handelt,

konnten nur zwei Proben entnommen werden (s. Tab. 16)

Tabelle 16: Proben des Fundortes Hanaq Pacha

Probennr. | Zeitstellung | Material Probenentnahme/Erhalt | Interne Bez.

652 Mittel-Nasca | Mandibularfragment | 0405/1005 PAA 1

653 Mittel-Nasca | Phalanges 1 0405/1005 PAA 2
3.2.6 Montegrande

Der Fundort Montegrande wurde bisher nicht ergraben, die zeitliche Einordnung erfolgte
aufgrund der Beurteilung von Oberflichenfunden. Er besteht aus einer Spit-Nasca zeitlichen
Siedlung und einem hoher gelegenen LIP-zeitlichen Griberfeld. Auf dem Griberfeld konnte
eine Vielzahl Mumienbiindel gefunden werden, die jedoch zwischen September 2005 und
Mirz 2006 grof3tenteils durch Grabriuber zerstort wurden. Eine Besonderheit der Siedlung ist
die Anhaufung von Camelidae-Knochen in ihrer Peripherie (s. Abb. 32). Oberflichlich sind
tberwiegend Knochen der Extremititen und Schidel-Knochen (s. Abb. 32) zu finden. Eine
genaue Deutung dieser Hiufung an Camelidae-Uberresten als Vorhandensein einer
Karawanserei, eines Schlachthaus oder Zeugnis eines epidemischen Ereignisses, war ohne
Ausgrabungen nicht moglich. Die Beprobung einer Vielzahl von Oberflichenfunden (s. Tab.

17 und Abb. 33) und ihre genetische Untersuchung sollen zur Klirung dieser Frage beitragen.
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Abbildung 32: Verstreute Camelidae-Knochen in Montegrande. a: Blick tiber das Knochenfeld hin zur Siedlung,

b: Camelidae-Schadel

Tabelle 17: Proben des Fundortes Montegrande

Probennr. | Zeitstellung Material Probenentnahme/Erhalt | Int. Bez.
683 OF (N8?) Dens molaris 0405/1005 GEA 1
684 OF (N8?) Dens molaris 0405/1005 GEA 2
1018 OF (N8?) Mandibularfragment 4x Dens molaris | 0306/0906 GEA 4
1019 OF (N8?) Mandibularfragment 3x Dens molaris | 0306/0906 GEA 5
1020 OF (N8&?) Mandibulatfragment 2x Dens molatis | 0306/0906 GEA6
und 4x Dens incisivus
1021 OF (N8&?) Mandibulatfragment 2x Dens molatis | 0306/0906 GEA7
1022 OF (N8&?) Mandibulatfragment 4x Dens incisivus | 0306/0906 GEA 8
1023 OF (N8&?) Mandibulatfragment 2x Dens incisivus | 0306/0906 GEA9
1024 OF (N8?) Dens molaris 0306/0906 GEA 10
1025 OF (N8?) Pars petrosa li. 0306/0906 GEA 11
1026 OF (N8?) Pars petrosa li. 0306/0906 GEA 12
1027 OF (N8?) Pars petrosa li. 0306/0906 GEA 13
1028 OF (N8?) Pars petrosa re. 0306/0906 GEA 14
1029 OF (N8?) Pars petrosa re. 0306/0906 GEA 15
1030 OF (N8?) Pars petrosa li. 0306/0906 GEA 16
1031 OF (N8?) Pars petrosa re. 0306/0906 GEA 17
1032 OF (N8?) Pars petrosa li. 0306/0906 GEA 18
691 OF (N8/LIP?) | Haarflechte d, e +B 0405/1005 GET 1
692 OF (N8/LIP?) | Fransena, d +B 0405/1005 GET 2
693 OF (N8/LIP?) | Fransend, e +B 0405/1005 GET 3
694 OF (N8/LIP?) | Fransenb, d, e +B 0405/1005 GET 4
695 OF (N8/LIP?) | Webearbeit a +B 0405/1005 GET 5
1032 OF (N8/LIP?) | Webearbeit a, ¢ +B 0306/0906 GET 6
1033 OF (N8/LIP?) | Webearbeit a +B 0306/0906 GET 7
1034 OF (N8/LIP?) | Webearbeit a +B 0306/0906 GET 8
1035 OF (N8/LIP?) | Wolle e 0306/0906 GET9
1037 OF (N8/LIP?) | Webeatbeit e, f 0306/0906 GET 10
1038 OF (N8/LIP?) | Webearbeit a, b, d +B 0306/0906 GET 11
1039 OF (N8/LIP?) | Webearbeit b +B 0306/0906 GET 12
1040 OF (N8/LIP?) | Webearbeit a, b, e, f +B 0306/0906 GET 13
1017 OF (N8/LIP?) | Haare e 0306/0906 GET 14

Legende: Int.Bez. = Interne Bezeichnung, OF = Oberflichenfund, N = Nasca, ? = Zeitliche Einordnung unsicher
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3.2.7 Chillo

Chillo konnte in die spite Zwischenperiode datiert werden. Unterhalb dieser Siedlung konnte
ein Mulldepot, das reichhaltige Funde enthielt, ausgemacht werden. Die Nutzung dieses
Depots erfolgte tber einen Zeitraum von ca. 200 Jahren. In den Abfallschichten konnte eine
Vielzahl tierischer Knochen gefunden werden. In Tabelle 18 sind die entnommenen Proben

gelistet und in Abbildung 34 zwei Proben dargestellt.

Tabelle 18: Proben des Fundortes Chillo

Probennr. | Zeitstellung | Material Probenentnahme/Erhalt | Int. Bez.
913 LIP Vertebra thoracalis, I 0306/0906 COA 1
914 LIP Phalanges 1 0306/0906 COA2
916 LIP Vertebra caudalis, Ph: Phalanges 1 0306/0906 COA 4
917 LIP Vertebra thoracalis 0306/0906 COA5
918 LIP Dens incisivus, Dens molatis 0306/0906 COA 6
919 LIP Calcaneus 0306/0906 COA7
920 LIP Vertebra thoracalis 0306/0906 COA S8
921 LIP Vertebra thoracalis, Phalanges 3 0306/0906 COA9
(mit Weichgewebe)
922 LIP Epiphyse ? 0306/0906 COA 10
923 LIP Vertebra thoracalis 0306/0906 COA 11
924 LIP Epiphyse ? 0306/0906 COA 12
925 LIP Vertebra thoracalis 0306/0906 COA 13
926 LIP Epiphyse Femur 0306/0906 COA 14
927 LIP Epiphyse Femur 0306/0906 COA 15
928 LIP Vertebra thoracalis, Diaphyse 0306/0906 COA 16
929 LIP Epiphyse ? mit Weichgewebe 0306/0906 COA 17
930 LIP Dens molaris, Diaphyse 0306/0906 COA 18
931 LIP Dens molaris 0306/0906 COA 19
932 LIP Epiphyse Kanonenbein 0306/0906 COA 20
933 LIP Epiphyse Kanonenbein 0306/0906 COA 21
934 LIP Dens molaris 0306/0906 COA 22
935 LIP Dens molaris 0306/0906 COA 23
936 LIP Dens molaris 0306/0906 COA 24
1000 LIP Vertebra thoracalis, Costa, Metatarsus | 0306/0906 COA 25

Legende: Int. Bez. = Interne Bezeichnung

Abbildung 34: li.: Phalanges 1 COAZ2, re.: Phalanges 3 mit Weichgewebe COA9
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3.3. Probenvorbereitung und Extraktion

3.3.1 Rezentes Material

Blut
Die Extraktion der DNA aus der einzigen Blutprobe erfolgte solitir, um mogliche

Kreuzkontaminationen zu vermeiden. Die Funktionsweise des EZ1Biorobot (Qiagen) ist bei
Schmidt (2004) beschrieben. Die Blutprobe (LL.a6) wurde wie folgt bearbeitet:

- 10l Blut mit 200ul G2-Puffer (Qiagen) mischen

- Einsatz des Gesamt-Ansatzes in die Extraktion

- Extraktion der DNA im EZ1 Biorobot (Qiagen), #race protocol, Elutionsvolumen 100ul
Ein Lyseschritt ist hier nach Angaben des Herstellers nicht erforderlich, da der Extraktor
selbst einen Lysepuffer verwendet, der bei dem FEinsatz von zellreichem flissigem Material

ausreichend ist.

Haare
In allen derzeit gingigen Protokollen zur Extraktion von DNA aus Haaren wird HCL als
Reagenz zur Losung der Keratinstruktur verwendet (z.B. Graffy et al. 2005, McNevin et al.
2005a, Pfeiffer et al. 2004). Gilbert et al. (2005) konnten nachweisen, dass Kontaminationen
an Haaren selten bis gar nicht vorkommen, da das Keratin eine Bindung von Fremd-DNA
verhindert. Eine Analyse von STRs aus Haar-Extrakten kann nur dann erfolgen, wenn neben
dem Haarschaft auch die Wurzel mit extrahiert wird (McNevin et al. 2005b). Dies wurde bei
der Auswahl der Haare, die in die Extraktion eingesetzt wurden, beriicksichtigt. Ein
Waschschritt der Haare erfolgte nicht, da zum Einen das Kontaminationsrisiko gering war,
zum Anderen mit Camelidae-spezifischen Analysesystemen gearbeitet wurde, so dass
Kontaminationen durch den Probennehmer oder die Probenbearbeiter nicht ins Gewicht
fallen wiirden. Bei allen Arbeiten wurde jedoch nach den in Kap. 1.3 aufgefithrten Kiriterien
gearbeitet, da diese in den Laboren, die auch fir die aDNA-Analytik verwendet werden,
durchgefithrt wurden. Nach den Vorversuchen erbrachte das folgende Protokoll die besten
Ergebnisse und wurde standardisiert angewendet.
Lyseprotokoll:

- 10-15 Haare +340ul Lysepuffer (s. Tab. 19)

- vortexen

- Inkubation im Thermoriittler fiir 24h bei 37°C (bis alle Haare gel6st waren)

-+ 4.25ul Proteinase K

- Inkubation fir 2h bei 56°
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Tabelle 19: Zusammensetzung des Lysepuffers pH 8.0 (nach Pfeiffer et al. 2004):

Konzentration | Substanz Fur V=25ml
100mM Tris-HCL 0,303g
100mM NaCL 0,146g

3mM CaCl (0,5M) | 150ul
39mM DTT 0,1503¢

2% SDS 0,5¢

Extraktionsprotokoll:
- Einsatz von 200l Uberstand des Lysats
- Extraktion im EZ1Biorobot (Qiagen), #race protocol, 50pl Elutionsvolumen
Von jeder Probe wurden mindestens zwei unabhingige DNA-Extrakte angefertigt, deren

Lagerung bei -18°C erfolgte.

3.3.2 Ubetliefertes Material

Knochen und Zihne
Aus den Knochen wurde je ein 1 x 1 cm grofles Stiick mit einer Dentalbohrmaschine (K10,

KaVo) auf die ein Diamantsigeblatt aufgesetzt wurde, entnommen. Der Ort der Beprobung
war abhingig vom Knochenelement. An Vertebrae wurde ein Stiick des Corpus, an Phalangen
ein Diaphysenstiick, an Partes petrosae ein Stiick neben dem Porus acusticus internus, an
Diaphysen und Fragmenten je nach Erhaltungszustand und an Epiphysen ein Stuck, das
sowohl dichtes, als auch spongitses Material umfasste, entnommen.

Von Zihnen wurde nur die Zahnwurzel verwendet, die mit Hilfe des Dentalbohrers von der
Krone getrennt wurde. Lagen Dentes molaris vor, so wurden diese verwendet.

Das weitere Vorgehen war fir Knochen und Zihne gleich. Die Oberflichen wurden
abgetragen und das Probenstiick pulverisiert, der genaue Prozess der Zerkleinerung ist bei
Hummel (2003) nachzulesen. Standardisiert wurden von dem gewonnenen Probenmehl je
0,1g mit 500 ul EDTA (pH 8, 0,5 M) versetzt und fur 18h (Probenrotator, 37°C) inkubiert.
Anschlieend erfolgte die Zugabe von 20 pl Proteinase K und eine weitere Inkubation fiir 2 h
bei 56°C. Das nicht geléste Knochenmehl wurde durch Zentrifugation (3 min, 6000 rpm) am
GefiBboden gesammelt und 200 ul des Uberstandes in die Extraktion eingesetzt. Diese
erfolgte im EZ1Biorobot (Qiagen) mit dem #race protoco/ und einem Elutionsvolumen von 50ul.
Von jeder Probe wurden zwei unabhingige Extrakte angefertigt. Von den Proben, die einen
guten Amplifikationserfolg zeigten, wurden zwei weitere Extrakte angefertigt.

Fir einige der Proben wurden von unterschiedlichen Knochenelementen Extrakte angefertigt,
diese sind in den Tabellen 12-18 durch den Zusatz a, b und c gekennzeichnet. Es wurden so

insgesamt 164 Extrakte aus den 156 entnommenen Fundnummerproben angefertigt.
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Texctilien
Fur die Textilien ist anzunehmen, dass die verwendete Wolle flr ein Textilstlick von mehr als

einem Individuum stammt. Haare unterschiedlicher Farbe stammen eventuell ebenfalls von
unterschiedlichen Individuen. Die Firbung von Haaren erfolgte wahrscheinlich ausgehend
von ihrer Grundfarbe (schwarze Haare werden anders gefarbt als weille). Um die mdgliche
Individuenanzahl pro angefertigtem Extrakt aus jeder Textilie zu minimieren, wurden pro
Textilie und Extrakt nur Fasern der gleichen Farbe verwendet, so dass z.B. fir die Probe
GETI11 drei Extrakte angefertigt wurden, da diese aus roten, griinen und gelben Fasern
bestand. Insgesamt erhohte sich durch dieses Verfahren die Probenanzahl von 40 auf
insgesamt 69 Proben.
Die Textilien wurden zunichst mechanisch von anhaftenden Partikeln befreit und in einzelne
Fasern getrennt. Diese wurden, mit einem Skalpell, in 0,5 cm grof3e Stiicke geschnitten. Fiir
die Extraktion wurden zwei bis finf dieser Stiicke verwendet, je nach Dicke der Faser. Die
Lyse und Extraktion wurden nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

- 2-5Fasern + 500ul Lysepuffer (s. Tab. 19)

- vortexen

- Inkubation im Thermoriittler bei 37°C (bis Fasern komplett gel6st waren)

-+ 6,25ul Proteinase K

- Inkubation fir 2h bei 56°

- Zentrifugation 3min, 6000rpm

- Finsatz von 200ul Uberstand in die Extraktion

- Extraktion im EZ1Biorobot (Qiagen), #race protocol, 50pl Elutionsvolumen
Fir jede Probe wurden zwei unabhingige Extrakte angefertigt. Von den Proben, die einen

guten Amplifikationserfolg zeigten, wurden zwei weitere Extrakte angefertigt.

3.4 Mitochondriale Markersysteme

Die Auswahl mitochondrialer Marker orientierte sich am derzeitigen Forschungsstand (s. Kap.
2.1.1) und ihrer Anwendbarkeit in aDNA. Augenmerk lag hierbei auf der Moglichkeit
Variabilitit von Populationen zu erfassen und auf der Eignung des Fragments zur
Speziesidentifikation. Neben dem Cytochrom b-Gen (cytb, np14154-14148), wurden Systeme
tir die Untersuchung der Gene Cytochrom c Oxidase 1 (COI, np5326-6870), NADH-
Dehoydrogenase 5 (Nd5, np11746-13566) und 12stRNA (np66-1033) entwickelt. Die
Entwicklung aller Primer erfolgte mit der Software PrimerSelect des Lasergene Software
Pakets (DNAStar) und folgte den Regel von Hummel (2003, S. 96ff). Die Primer wurden so
gewahlt, dass sie ausschlieBlich Camelidae-spezifische-DNA amplifizieren.
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Von der Blutprobe wurde 1 ul, von den Haarproben 1-2 ul und von den tibetlieferten Proben
5-10 pl (je nach Qualitit der Proben) DNA-Extrakt in die Amplifikationen eingesetzt. Die
Zyklenzahl der Amplifikationen betrug fiir rezente Proben 35-38, fir Gberliefertes Material
40-50. Fir rezente DNA wurde je eine Amplifikation pro erstelltem Extrakt durchgefiihrt. Fir
alte DNA wurden in der Regel pro hergestelltem Extrakt zwei Amplifikationen durchgefiihrt.
Fir die Analyse der Fragmente 12stRNA-Gen, COI und Nd5 wurde pro aDNA-Extrakt nur
eine Amplifikation durchgefiihrt, da diese nur in solchen Proben amplifiziert wurden, fir die
bereits reproduzierte Ergebnisse tiber die Cytochrom b-Analyse vorlagen. In den Fillen in
denen sequenziert wurde, erfolgte nur dann die Sequenzierung des L-Stranges, wenn der
Verdacht auf Deaminierungsartefakte vorlag.

Bei allen Arbeiten wurden die in Kapitel 1.3 geschilderten Regeln zur

Kontaminationsprivention befolgt.

3.4.1 cytb

Zunichst wurden anhand der Referenzsequenz fiir Lama pacos (NC 002504), im Vergleich
mit der Referenzsequenz eines Vikunjas (AY535255), Primer fiir die Synthese eines 526 bp
grolen Fragmentes entwickelt. Diese wurde an je einem Individuum pro Typus (Lama,
Alpaka, Vikunja und Guanako) getestet. Nach der erfolgreichen Amplifikation dieser, wurden
Primer fiir die Synthese kiirzerer Fragmente entwickelt (277 bp, 198 bp, 177 bp, 151 bp und
131 bp). Die Wahl des amplifizierten Bereiches orientierte sich an der Variabilitit des
Fragmentes. Da der hintere Bereich des 526 bp Fragmentes im Vergleich zum vorderen
Bereich sehr wenige Polymorphismen aufwies, erfolgten die Verkirzungen durch das
Ausklammern des hinteren Bereiches. Bereits fur die Amplifikation des lingsten Fragmentes
mussten so genannte wobble-Primer erstellt werden. Dies sind Primer die an mehr als einer
Base ansetzen konnen, da in ihnen anstelle einer spezifischen eine unspezifische Base
eingebaut ist. Zur Erfassung der in den Primersequenzen liegenden polymorphen Stellen,
wurden die Fragmente cytb5 und cytb6 entwickelt. Die Primer dieser Fragmente liegen vor,
bzw. hinter denen der Fragmente 3 und 4, ihre Primer enthalten jedoch ebenfalls wobble-
Positionen. Diese Strategie sollte die Erfassung der kompletten Sequenz iiber 276 bp, auch in
stark degradierten Proben, ermdglichen. In Abbildung 35 ist das Amplifikationsschema

dargestellt, in Tabelle 20 sind die verwendeten Primer gelistet.
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cyth 1 SZGbE
276bp
cytb 2 IEEEEES—

198bp

=
cytb 3 131bp

163bp cytb 4
cytbs EE=====1 yups

———— cythb6

Abbildung 35: Schema der entwickelten Amplifikationssysteme des cytb-Gens

Tabelle 20: Primer zur Amplifikation von Fragmenten des cytb-Gens

Fragment | Primername Primersequenz 5°- 3° bp- np- Produktlinge
Primer | Bereich

cytb 1 Lama_upper GGYGCCTCYATATTCTTCTTCATCTG 26 14392- | 526bp
Lama_lower GGTTAGCGGRGGTATAGTTRTCG 23 14918

cytb 2 Cytbshort_upper | CCTCYATATTCTTCATCTGC 20 14419- | 276
Cytbshort_lower | AAGAATCGTGTAAGGGTGG 19 14695

cytb 3 Cytbshort_upper | CCTCYATATTCTTCATCTGC 20 14419- | 198
Cytb3_lower TTGCYGAGAGTAGRTTTGTAAT 22 14614

cytb 4 Cytb4_upper TGAGGGGCAACAGTAA 16 14580- | 131
Cytb4_lower ATAAAGTGGAAGGCGAAGAATC 22 14711

cytb 5 Cytb5_upper TTGTATATYCMCGTRGGTCGT 21 14410- | 163
Cytb5_lower AAAATGATATTTGKCCTCATGGRAG 25 14583

cytb 6 Cytb6_upper AGGMCAAATATCATTTTGAGGGGCAACAGT | 30 14564- | 151
Cytb6_lower GTAAGATAAAGTGGAAGGCGAAGAATCGTG | 30 14715

Legende: bp =B asenpaare, np = Nukleotidposition in der mitochondrialen DNA, Y = C oder T, R =A oder G,

M=Aoder C,K=GoderT

Die PCR-Reaktionen setzten sich wie in Tabelle 21 gelistet zusammen.

Tabelle 21: Zusammensetzung der PCR-Ansitze

Komponenten cytbl cytb2 cytb 3 cytb 4 cytb 5 cytb 6
MgCl 2,5mM 4ul 4ul 4l 4ul 4ul 4ul

Buffer 11 S5ul 5ul Sul 5ul S5ul Sul

dNTPs 8ul 7ul 7ul 7ul 7ul 7ul
Tag-Polymerase (3U) 0,3ul 0,3ul 0,3ul 0,3ul 0,3ul 0,3ul
Primer_upper 1,0ul (0,5uM) | 0,5ul (0,1uM) | 0,75ul (0,15uM) | 0,75ul (0,15uM) | 1ul (0,5uM) | 1pl (0,5uM)
Primer_lower 1,0ul (0,5uM) | 0,5u(0,1uM) | 0,75ul (0,15uM) | 0,75ul (0,15uM) | 1ul (0,5uM) | 1pl (0,5uM)
DNA 1-2ul 1-10ul 1-10ul 1-10ul 1-10ul 1-10ul
H,O 27,7-28,7ul 22,7-31,7ul 22,2-31,2ul 22,2-31,2ul 22,2-31,2ul | 22,7-31,7ul

Die Amplifikationen wurden

durchgefiihrt (s. Tab. 22).

mit folgenden Parametern im Mastercycler (Eppendorf)

Tabelle 22: Amplifikationsparameter

cytbl cytb2 cytb 3 cytb 4 cytb 5 cytb 6
Initial 94°C 11min 94°C 11min 94°C 11min 94°C 11min 94°C 11min 94°C 11min

94°C 1min 94°C 1min 94°C 1min 94°C 1min 94°C 1min 94°C 1min
Cycling 63°C 1min 55°C 1min 55°C 1min 58°C 1min 53,5°C 1min | 61°C 1min

72°C 2min 72°C 2min 72°C 1min 72°C 1min 72°C 1min 72°C 1min
Zyklenzahl 35 35-40 40-50 40-50 40-50 40-50
Soak 10°C 10min 10°C 10min 10°C 10min 10°C 10min 10°C 10min 10°C 10min
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Der Amplifikationserfolg wurde auf einem 2,5%igen Agarosegel uberprift, die
Geldokumentation erfolgte mit dem Gerit Gel Jet Imager (INTAS). Zur Bestimmung der
Sequenzabfolge der entstanden Fragmente mussten diese zunichst aufgereinigt werde. Dies
erfolgte mit dem MiniElute™ PCR-Purification-Kit (Qiagen), nach Angaben des Herstellers.
Hierauf folgte das Ansetzen der Tag-Cycle-Sequencing-Reaktion mit dem Big-Dye-Terminator-Kit
(BDT-Kit, PE Applied Biosystems). Ein Reaktionsansatz enthielt 2 ul BDT, 3 ul
5xSequencing Buffer, 0,25 uM Primer (upper oder lower) und 1-3 pl aufgereinigtes PCR-
Produkt. Um das Reaktionsvolumen von 20 pl zu erreichen, wurde der Reaktionsansatz mit
HPLC-H,O (Merck) aufgefillt. Es wurde pro Ansatz ein Tropfen Mineralél (NUJOL, Perkin
Elmer Cetus) hinzugefiigt, die Amplifikation erfolgte im DNA Thermal Cyler Typ TCI
(Perkin Elmer Cetus). Die Amplifikationsparameter sind in Tabelle 23 gelistet.

Tabelle 23: Amplifikationsparameter der Taq-Cycle-Sequencing-Reaktion

cytbl cytb2 cytb 3 cytb 4 cytb 5 cytb 6
Initial 96°C 5min 96°C 5min 96°C 5min 96°C 5min 96°C 5min 96°C 5min

96°C 10sec 96°C 10sec 96°C 10sec 96°C 10sec 96°C 10sec 96°C 10sec
Cycling 55°C 5 sec 50°C 5sec 50°C 5sec 55°C 5sec 50°C 5sec 55°C 5sec

60°C 4min 60°C 4min 60°C 4min 60°C 4min 60°C 4min 60°C 4min
Zyklenzahl 30 30 25 25 25 25

Die Annealing-Temperatur der Tag-Cycle-Sequencing-Reaktion orientiert sich an der
optimalen Annealing-Temperatur des jeweiligen Primers, die um ca. 5°C unterschritten wird.
Die Zyklenzahl ist abhingig von der Linge des Fragments.

Zur Entfernung tberschiissiger ddNTPs aus dieser Reaktion, welche die Sequenz-Analyse
erschweren, wurden die Sequenzierprodukte mit dem NucleoSeq-Kit (Machery & Nagel) nach
Angabe des Herstellers aufgereinigt. Das so gewonnene Produkt wurde komplett in ein
Probengefiall tberfihrt und in das Sequenzier-Gerit (310er, PE Applied Biosystems)
eingebracht. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte mit Hilfe des Performance-Optimized-
Polymer 6 (POPOG), die Auswertung der Signale erfolgte mit Hilfe der Gerite zugehorigen
Software ABI Prism™ Sequencing Analysis (PE Applied Biosystems). Die Auswertung der
Sequenzen erfolgte unter Verwendung der Programme SeqMan und MegAling des Lasergene
Software Pakets (DNAStar).

Neben der Direkt-Sequenzierung der Produkte, erfolgte zunichst auch eine RFLP-Analyse,
die im Rahmen einer Staatsexamensarbeit, mit dem Ziel eines einfachen
Speziesidentifikationssytems, entwickelt wurde (Koch 20006). Diese stellte sich jedoch im
Verlauf dieser Arbeit als unzureichend, beztglich der Speziesproblematik, heraus und wurde

nicht mehr verwendet. Die so gewonnen Ergebnisse flielen nicht in die Auswertung mit ein.
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3.4.2 COIL

Anhand der Referenzsequenz LLama pacos (NC 002504) wurde ein System zur Analyse eines
121bp langen Fragments des COI-Gens entwickelt. In Tabelle 24 sind die Amplifikations-

Primer dargestellt.

Tabelle 24: Primer zur Amplifikation eines 121bp-langens Fragments des Gens COI

Primersequenz 5°- 3° bp-Primer np-Bereich Produktlinge
COI_upper GCGCTTGGGCTGGGATAGT 19 5420-5522 121bp
COl_lower AATGCGTGGGCCGTAACAA 19

Legende: bp= Basenpaare, np= Nukleotidposition, G= Guanin, A= Adenin, T= Thymin, C= Cytosin

Der Ansatz der Amplifikations-Reaktion sowie ihre Parameter sind in Tabelle 25 aufgefiihrt.

Die Amplifikationen erfolgten im Mastercycler (Eppendorf).

Tabelle 25: Zusammensetzung der PCR-Reaktion und ihre Amplifikationsparameter

Komponenten Parameter

MgCl, 2,5mM 4ul Initial 94°C 11min
Buffer I1 5ul 94°C 1min
dNTPs 7ul Cycling 56°C 1min
Taqg-Polymerase (1,5U) | 0,3ul 72°C 1min
Primer_upper 0,0ul (0,12uM) Zyklenzahl 35-50
Primer_lower 0,6ul (0,12uM) Soak 10°C 10 min
DNA 1-10ul

H,O 22,5-31,5pl

Der Amplifikationserfolg wurde auf einem 2,5%igen Agarosegel tberpriift und mit dem Gerat
Gel Jet Imager (INTAS) dokumentiert. Die Aufreinigung und das Ansetzen der Tag-Cycle-
Sequencing-Reaktion erfolgte analog zu der Anwendung fir die Fragmente des cytb (s. S. 80).
Die Annealing-Temperatur betrug hier 50°C und es wurden 25 Zyklen durchgefiihrt. Analyse

und Auswertung der Sequenzen erfolgte wie bei den Produkten des cytb.

3.4.3 Nd5

Die Entwicklung der Primer zur Amplifikation eines Fragmentes aus dem Nd5-Gen erfolgte

anhand der Referenzsequenz LLama pacos (NC 002504). Die Primer sind in Tabelle 26 gelistet.

Tabelle 26: Primer zur Amplifikation eines 135bp langen Fragments des Nd5-Gens

Primersequenz 5°- 3° bp-Primer np-Bereich Produktlinge
Nd5_upper ACTCCCGTCTCCGCCCTACTAC 22 12473- 135bp
Nd5_lower GGTGGTGATTGCGCCTAAACA 21 12608

Legende: bp = Basenpaare, np = Nukleotidposition, G = Guanin, A = Adenin, T = Thymin, C = Cytosin

Amplifikations-Komponenten und PCR-Parameter sind in Tabelle 27 aufgefihrt. Die
Amplifikationen erfolgten im Mastercycler (Eppendorf).
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Tabelle 27: Zusammensetzung der PCR-Reaktion und ihre Amplifikationsparameter

Komponenten Parameter

MgCl, 2,5mM 4ul Initial 94°C 11min
Buffer I1 Sul 94°C 1min
dN'TPs 7ul Cycling 58°C 1min
Taqg-Polymerase (1,5U) | 0,3ul 72°C 1min
Primer_upper 0,6ul (0,12uM) Zyklenzahl 35-50
Primer_lower 0,6ul (0,12uM) Soak 10°C 10 min
DNA 1-10ul

H,O 22,5-31,5ul

Der Amplifikationserfolg wurde wie fiir cytb (s. S. 86) uberpriift. Die Folgeanalysen der
Produkte sind analog zu den cytb-Produkten durchgefiihrt worden (s. S. 86). Die Annealing-
Temperatur des Tag-Cycle-Sequencing betrug 55°C und es wurden 25 Zyklen durchgefiihrt.

3.4.4 12stRNA

Fir das 12stRNA-Gen wurden zunichst zwei Primersysteme fir die Amplifikation eines
470bp und eines 332bp langen Fragmentes entwickelt. Beide Fragmente wurden in allen

rezenten Proben amplifiziert und sequenziert, um polymorphe speziesidentifizierende Stellen

zu detektieren. In Tabelle 28 sind die Amplifikations-Primer gelistet.

Tabelle 28: Primersequenzen zur Amplifikation zweier Fragmente des 12stRNA-Gens

Primersequenz 5°- 3° bp-Primer np-Bereich Produktlinge
12sF_upper AGCCTTTCTATTAGTTTCTGA 21 82- 470bp
12sF_lower GAGCGATTTTGTTATTGTAATC 22 551
12sB_upper AGGACTTGGCGGTGCTTCATA 21 88- 332bp
12sB_lower GGTGTGTGCGTGCTTCATGG 20 918

Legende: bp = Basenpaare, np = Nukleotidposition, G = Guanin, A = Adenin, T = Thymin, C = Cytosin

Die Zusammensetzung der PCR und ihre Parameter sind Tabelle 29 zu entnehmen. Die
Sequenzanalyse und Auswertung erfolgte wie bei cytb (s. S. 806), die Annealing Temperatur des

Tagq-Cycle-Sequencing betrug 50°C und es wurden 30 Zyklen durchgefiihrt

Tabelle 29: Zusammensetzung der PCR und ihre Parameter

Komponenten Parameter

MgCl, 2,5mM 4ul Initial 94°C 11min
Buffer I1 5ul 94°C 1min
dN'TPs 7ul Cycling 55°C 1min
Taqg-Polymerase (1,5U) | 0,3ul 72°C 1min
Primer_upper 0,625pl (0,25uM) | Zyklenzahl 35
Primer_lower 0,625ul (0,25uM) | Soak 10°C 10 min
DNA 2ul

H,O 30,45ul
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Im vorderen Fragment konnten insgesamt zwolf polymorphe Stellen und sechs Haplotypen
detektier werden, im hinteren neun polymorphe Stellen und zehn Haplotypen. (siche
Appendix Tab.83). Drei im vorderen Bereich liegende Stellen (np 189, 193 und 247) zeigten
sich als gut abgrenzend zwischen Vikunja, Guanako und Lama, Alpakas verhielten sich

ambivalent. In Tabelle 30 sind sie Basenauspriagungen an diesen Positionen dargestellt.

Tabelle 30: Polymorphismen des 12stRNA-Gens die eine Speziesidentifikation ermdglichen

o m ~
%) IoN <
~— — [@\]
Guanako | A T A
Lama A C A
Alpaka A/G|C/T|A/G
Vikunja G T G

G= Guanin, A= Adenin, T= Thymin, C= Cytosin

Eine generelle Identifikation der Spezies einer Probe ist hiermit moglich (s. Abb. 37), wenn
bereits durch andere Systeme ausgeschlossen werden konnte, dass es sich um ein Alpaka
handelt.

Um den Zeitraum der Analyse zu verkirzen, wurde eine so genannte Hyb-Probe-Assay auf dem
LightCycler® 2.0 Instrument (Real-Time PCR System, Roche) entwickelt. Die Funktionsweise
des LightCycler ist u. a. bei Adler (2006) nachzulesen. Das Prinzip des Hyb-Probe-Assay basiert
auf dem Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) und einer anschlieBenden
Schmelzkurven-Analyse zur Genotypisierung von SNPs. Hierbei wird die Energie eines
Fluoresenzmarkierten-Oligonukleotids (Donor-Sonde) durch LED-Anregung auf ein zweites
Oligonukleotid tbertragen (Akzeptor-Sonde) und ein Lichtsignal emittiert (s. Abb. 36). Die
Sonden sind in der Lage mit der zu untersuchenden DNA zu hybridisieren. Wihrend der PCR
steigt die Anzahl hybridisierter Oligonukleotide und das emittierte Lichtsignal steigt

proportional zur Anzahl angelagerter Sonden.
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Abbildung 36: Prinzip des Hyb-Probe-Assay, niheres im Text (Quelle: www.roche-applied-science.com)

Liegt eine Abweichung in den Oligonukleotiden gegeniiber der zu untersuchenden Sequenz

vort, so ist das entstandene Donor-Akzeptor-Hybrid instabil. Diese Tatsache macht man sich
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bei der Genotypisierung zu nutze. Wird eine Schmelzkurven-Analyse durchgefiihrt, so 16st
sich die Bindung zwischen Donor und Akzeptor und die Starke des Floureszenzsignals nimmt
ab. Instabile Hybride schmelzen bei geringeren Temperaturen als stabile.

Zur Detektion der polymorphen Stellen wurden ein Primerpaar und zwei Sondensysteme mit
der Software Light Cycler” Probe Design 2.0 (Roche) entwickelt. In Tabelle 31 sind die

Primerpaare, Sonden und ihre Detektionsstellen aufgefiihrt.

Tabelle 31: Primersequenzen und Sondendesign

Primersequenz 5°- 3° bp- np- Produktlinge
Primer Bereich
12s_upper CAGCCTTTCTATTAGTTTCTGAT | 23 81- 229bp
12s_lower GGCACGAAATTTACCAACC 19 310
Sondenname | Sondensequenz Farbstoff | Detektiert | Stabil —bei | Instabil  bei
Base Base
247AP AACGAAAGTTTGACTAAGT LC670 247 G A
247SP AGCAGTGACAAGAATTAAGTTAT | -
189AP GCACACAACCCCGTAGCTAACG - 189 A G
189SP GCCTTGCTTGGCCACACCCC LC610 193 C T

Legende: bp = Basenpaare, np = Nukleotidposition, G = Guanin, A = Adenin, T = Thymin, C = Cytosin

Das Sondensystem 189 detektiert zwei Polymorphismen, so dass bei der Schmelzkurven-
Analyse, je nach Basenausprigung der untersuchten Probe, drei Schmelztemperaturen moglich
sind, die niedrigste bei detr Ausprigung G/T, die mittlere bei A/'T und die héchste bei A/C (s.
Abb. 37). Eine mittlere Schmelztemperatur konnte auch bei dem Genotyp G/C angetroffen

werden, dieser wurde jedoch kein einziges Mal bei der Sequenzanalyse detektiert.

Guanako. Alpakas
AST
Vikunja, Alpaka Lama, Alpaka A G
l Madgiog Fowka ting Peaks
b L

G/T ?\\\\‘ ‘///” a/c

Lama, Guanako Vikunja, Alpaka

ENRREENEN

4 AT B e 18191
il A1) T Rpsrnns awpe s d T8%)

Abbildung 37: Schmelzkurvenanalyse zur Genotypisierung des 12stRNA-Gens

Die Zusammensetzung der PCR, ihre Amplifikationsparameter und die Parameter der
Schmelzkurvenanalyse sind in Tabelle 32 gelistet. Die Schmelzkurvenanalyse wurde mit einer

Anfangstemperatur von 94°C und einer Endtemperatur von 40°C durchgefiihrt.
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Tabelle 32: Zusammensetzung der PCR und ihre Parameter

Komponenten Parameter
MultiplexMastermix (Roche) | 4ul Initial 94°C 11min
12s_upper 0, 6ul 94°C 10s
12s_lower 0,3pl Cycling 55°C 10s
181AP 1,0l 72°C 10s
181SP 0.5ul | Zyklenzahl | 50

247AP 10ul | Soak 30°C 30s
247SP 0,5pl

H,O 0-7,7ul

DNA 2-9,7ul

Die Auswertung der Schmelzkurvenanalyse wurde mit dem Programm Light Cycler” Software

4.1 (Roche) durchgefiihrt.

Alternativ kann, um Lamas und Guanakos zu unterscheiden, nach der Bestimmung des
Polymorphismus 247 mit Hilfe der Sondenmethodik, der Polymorphismus 193 per
Restriktionsverdau analysiert werden. In Abbildung 38 sind die umgebende Sequenz des
Polymorphismus 193 sowie die Erkennungsstelle des Enzyms dargestellt. Ist ein T an der
Position 193 realisiert, so wird das urspringlich 229 bp lange Fragment in ein 112 bp und ein

117 bp langes Fragment geschnitten.

Sfcl 5° CTRYAG 3°

5 GCGGGCATCAAGCACACAACCCL’ GTAGCTAA 3°
3 CGCCCGTAGTTCGTGTGTTGGGRCATCGATT 5

Sfcl 3 GAYRTC 5°

Abbildung 38: Restriktionsstelle des Enzyms Sfcl, griin markiert die polymorphe Stelle 193

Fir die Untersuchung des Polymorphismus muss zunichst eine konventionelle PCR
durchgefithrt werden. Die PCR wurde pro Probe wie folgt angesetzt: 5 ul Pufferll, 4 ul
MgCL,, 7 ul dNTPs, 0,3 ul Taq-Polymerase, 0,6 pl je Primer (12s_upper und 12s_lower), 5 pl
DNA-Extrakt und 27,5 Wl H,O. Die Amplifikation erfolgte mit einem initialen Schritt von
94°C fir 11 min, den Zyklenparametern 94°C 1 min, 48°C 1 min, 72°C 1 min fiir 50 Zyklen
und einem anschlieBenden Endschritt von 10°C fir 10 min. Der Restriktionsverdau wurde
pro Probe mit 2 pl Puffer (NEB4), 2 ul Enzym, 0,2 ul BSA (10xBSA) 5 pl amplifiziertes
Produkt und 10,8 ul H,O angesetzt. Es erfolgte eine Inkubation fir 12 h bei 37°C. Der
Amplifikationserfolg und FErfolg des Restriktionsverdaus wurden auf einem 2,5%igen

Agarosegel Uberprift. Da der Enzymverdau zu so genannten sticky ends fuhrt, die bei
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Raumtemperatur wieder anlagern wiirden, wurde das Produkt direkt nach der Inkubation
aufgebracht. Das Gel wurde bei 110 V laufen gelassen, was der optimalen Auftrennung der

verdauten Produkte dient.

3.5 Mikrosatelliten

Entwicklung der Multiplex-PCR

Zur Detektion autosomaler DNA-Abschnitte wurde ein Multiplex-STR-Analysesystem
entwickelt. Hierzu wurden zunichst, anhand bereits bekannter Mikrosatelliten-Sequenzen (s.
Tab. 10) fur Neuwelt-Camelidae, Primer entwickelt, die kiirzere, auch fir die aDNA-Analytik
geeignete, Fragmente amplifizieren. Die Auswahl der Marker erfolgte anhand der
angegebenen Heterozygotenraten und Allelranges, die ein Mal3 fir die Variabilitit dieser
Marker darstellen. Um eine Analyse der Fragmentlingen zu ermdglichen, wurden jeweils die
upper-Primer farbmarkiert. Jedes so entwickelte Primersystem wurde zunichst in Single-Plex-
Ansitzen getestet und auf seine Analysierbarkeit iberprift. In Tabelle 33 sind die Primer, ihre
Farbmarkierung sowie die Publikationen, in denen die Marker als erstes beschrieben wurden,

aufgefiihrt. In Abbildung 39 ist das Schema der Multiplex dargestellt.

Tabelle 33: Mikrosatelliten-Marker und Primersequenzen

Primersequenz 5°- 3° Farbmarkierung | Publikation
VOLP10_upper | CCCAGTCCTTTCTCCTTTCCT 6-FAM Obreque et al. 1998
VOLP10_lower | TTGGGGTTACTTGTTTACAATCATC | -
VOLPO3_upper | GAAGGTGGTAGAAGAGAATCAGAC | HEX
VOLPO03_lower | CGACAGCAAGGCACAGGA -
VOLP67_upper | TTAGAGGGTCTATCCAGTTTC NED
VOLP67_lower | AAGGTAAAGAGAGAGTAAATT -
LgU52_upper CTTTCCTTTCCTCTCCATATTACATT | 6-FAM Sarno et al. 2000
LgU52_lower CTTCCATAACTGCAGGAGTCAAT -
LgUG68_upper GCTCTCCCAGGGATGTAGTTTT NED
LgU68_lower GGCTAAAGTGGGTGTGAGAGTC -
LCA66_upper | CAGCGTCCAAATAGTCATCAGAA HEX Penedo et al. 1999
LCA66_lower GTTGTTGTTTTCCAGACAAGACTC -

Legende: G = Guanin, A = Adenin, T = Thymin, C = Cytosin

6-FAM = blaue Farbmarkierung, HEX = griine Farbmarkierung, NED = gelbe Farbmarkierung
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50bp 100bp 150bp 200bp
Volp10 LgUus2
116-120bp  128-160bp
LCAsS
122-155bp 179-211bp
Volp67 | | Lguss
135-155bp 165-179bp
50bp 100bp 150bp 200bp

Abbildung 39: Schema der Lamaplex. Legende: blau = 6-FAM, grin = HEX, gelb = NED, bp = Basenpaare

Alle sechs Marker bestehen aus Dinukleotid-Wiederholungseinheiten. Diese Tatsache
erforderte eine Anpassung der PCR-Parameter, um das Stottern (s. Kap. 2.1.2) zu verringern.
Es wurden die Konzentrationen der Primer im Multiplex-Ansatz tiber eine Gradienten-PCR
getestet und optimal eingestellt. Dartiber hinaus wurde die PCR im Two-S7ep-Verfahren
durchgefiihrt. Bei diesem PCR-Verfahren wird auf den Elongationsschritt verzichtet und die
Annealing-Temperatur sehr spezifisch fir die Primer-Bindung gewihlt. Dies verringert die
Produktion unspezifischer PCR-Produkte und eine Fehlpaarung der Primer. Die
Zusammensetzung des “Lamaplex®“-Primerset, der PCR und ihre Parameter sind Tabelle 34 zu

entnehmen.

Tabelle 34: Zusammensetzung des Primerset und der PCR der Lamaplex sowie ihre Parameter

Primer pM | Fir 1Probe

VOLP10 upper | 0,1 | 0,05ul

VOLP10 lower | 0,1 |0,05ul

Lgu52 upper 0,5 |0,25ul Parameter

Lgu52 lower 0,5 |0,25ul PCR-Ansatz Initial 95°C 15min
VOLPO3 upper | 0,3 | 0,15ul MultiplexMastermix (Qiagen) | 12,5ul Cycling 94°C 1min
VOLPO3 lower | 0,3 | 0,15ul Primerset 1,94ul 57°C 30s
LCAGG upper | 0,250,12ul Ampuwa 0,56-9,560ul | Zyklenzahl | 35-55
LCAGG lower | 0,25 0,12ul DNA 1-10ul Time Delay | 60°C 30min
Lgu68 upper 0,2 |0,10ul Soak 10°C 1min
Lgu68 lower 0,2 10,10ul

Volp67 upper [ 0,6 |0,3ul

Volp67 lower 0,6 |0,3ul

SUMME MM 1,94ul

Der Amplifikationserfolg wurde auf einem 2,5%igen Agarosegel iiberpriift und mit dem Gel
Jet Imager (INTAS) dokumentiert. Die Fragmentlingenanalyse erfolgte auf dem DNA-
Sequencer Modell 373 (PE Applied Biosystems). Hier wurden pro Probe zu je 1-3 ul PCR-
Produkt (je nach Produktstirke), 0,3 ul GS-ROX-500 (Lingestandard, PE Applied
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Biosystems), 0,5 ul Schwerelésung (PE Applied Biosystems) und 2 ul Formamid zugegeben.
Dieses Gemisch wurde nach einem Denaturierungsschritt (96°C, 2 min) auf einem 6%igen
PAA-Gel aufgetrennt. Es wurde die Lauflinge von 26 cm gewihlt, um eine mdglichst hohe
Auftrennung der Fragmente zu ermdglichen und um Stotter-Artefakte in der Auswertung

™ GeneScan-Collection-Software

erkennen zu kénnen. Die Daten wurden mit der ABI Prism
gesammelt und mit der Software Gene Scan Analysis ausgwertet (beide PE Applied
Biosystems). Niheres zur Funktionsweise des 373er Sequenziergerites und der Software ist

z.B. bei Schilz (2006) nachzulesen.

Sequenzierung und Nomenklatur der Allele

Bei der Auswertung der Daten fiel auf, dass einige der Marker eine sehr groBe Allel-
Spannweite aufweisen und die Produktlingen nicht mit der erwarteten Produktlinge
tbereinstimmten. Beispielsweise wiesen Produkte in einem Lauf eine Linge von 115,4 bp, im
nichsten Lauf eine Liange von 116,6 bp auf. Diese Inkonsistenzen koénnen auf die
unvollstindige Anlagerung des terminalen A im Delay-Schritt der PCR, die Laufeigenschaften
der Produkte wihrend der Fragmentlingenanalysen oder auf tatsichliche Lingenunterschiede
zurtickgehen. Um eine Vorstellung tber die Wiederholungsstruktur der Fragmente und ihrer
umgebenden Bereiche zu erhalten, wurden alle anzutreffenden Allele der einzelnen Systeme
sequenziert. Dies diente auch der Zuweisung von Allelbezeichnungen. Beispielsweise wurde
eine Wiederholungseinheit von sieben TC fortfiihrend als Allel 7 des entsprechenden Markers
bezeichnet. Dartiber hinaus ermdglichten die Erkenntnisse aus der Sequenzanalyse das

Erstellen einer Allelleiter und einer Standardisierung der Auswertung,.

Die Sequenzierung von Wiederholungsstrukturen ist schwieriger, als die Sequenzierung
anderer Strukturen, da es zur Basenunterdrickung durch die Formierung sekundarer
Strukturen kommen kann, welche durch die DNA-Polymerase hervorgerufen wird (Zhao et
al. 2000). Dies fihrt zu einem Sequenzabbruch direkt hinter der Wiederholungsstruktur. Ein
weiteres Problem stellt die Linge der Sequenz dar, denn bei der Sequenzierung wird die
Anfangssequenz meist nicht richtig dargestellt und beginnt hinter dem Primer, ca. 10 bp
versetzt. Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, wurden sowohl der obere als auch der
untere Strang sequenziert. Hierfir wurden die Primer in unfarbmarkierter Form eingesetzt.
Jedes Fragment wurde in einer Singleplex-PCR generiert, zu 12,5 pl MultiplexMastermix
(Qiagen) wurde je Primer 0,5 pl eines 10 pmol-Primeraliqots, 1 ul DNA und 10,5ul H20
gegeben, die Amplifikationsparameter waren denen der Multiplex-PCR gleich. Die
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Aufreinigung der Produkte sowie die Zusammensetzung des Tag-Cycle-Sequencing-
Reaktionsansatzes wurden wie fir die Produkte des cytb durchgefiihrt (s. S. 86). Die Anneal-
Temperatur der Sequenzierreaktion betrug 55°C, die Denaturierungszeit wurde von 10 auf 15
Sekunden angehoben, um mdgliche Fehlpaarungen effektiver zu 16sen. Nach der zweiten
Aufreinigung wurden die Produkte erneut denaturiert (95°C, 5 min) um weitere eventuelle
Fehlpaarungen abzutrennen. Die Sequenzierung und Analyse erfolgten auf dem Sequenzier-
Gerit Modell 310 (PE Applied Biosystems) mit dem Polymer POP6 und der Verwendung der
Software ABI PrismTM Sequencing Analysis (PE Applied Biosystems). Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe der Software SeqMan und MegAling des Lasergene Software Pakets
(DNAStar). In Abbildung 40 sind exemplarisch drei sequenzierte Allele der rezenten DNA
abgebildet, in Abbildung 41 sind die Wiederholungseinheiten der einzelnen Marker dargestellt.
Im Marker LCAGG kann es zu Substitutionen C/T in der Wiederholungseinheit kommen (s.
Gual in Abb. 40). Da hierbei jedoch keine Wiederholungseinheit entfallt, wurde das
entstandene Allel fortlaufend gezdhlt. Im Marker LgU52 kommt es zu Insertionen von 30 bp
innerhalb der eigentlichen Wiederholungseinheit von (T'G),,. Da es sich hierbei um eine
Sequenz-Insertion, die keine Wiederholungseinheiten aufweist, handelt, wurde dieses Allel

durch den Zusatz 130 gekennzeichnet.

10 20 3n 40 a0 ad 70 an
el by by by b b b b b b b b e b b [

’ Translate TCCGTGCACATGCATGCGTGCGTGCATACACACACACACACACACACASACACACACACACACACACACACACACACAG

w LCAGELAZF.abi(1-145) —* l 5
1)

] RN b b
ITCCGTECACATGCATGCGTGL GTGCACACACACACACACACACLCACAGY

w LCAGGGUALF. abi (1%171)—

ITCCGTGCACATGLATGCGTGCGTGCATACACATACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACLAGY

e R

ITCCGTECACATGCATEOGTOCGTGCACACACACACACACACACACAGH

Abbildung 40: Elektropherogramme der Proben La2 (Allel 13), Gual (Allel 27) und Vic2 (Allel 12)

(@T).,
(TG}, (TG),TCTGTC(TG),
= n=5-13
e 10130 n=8-26

Voipe? Loues

(CA), (GT), (GT),

n=9-24
n=11-27 n=4-20

Abbildung 41: Marker und ihre Wiederholungseinheiten sowie ihr Allelrange. Legende: n = Linge der
Wiederholungseinheiten
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Erstellen der Allelleiter

Das Erstellen der Allelleiter erfolgte durch die Amplifikation der beobachteten
vorkommenden Allele jedes Markers im Singleplex-Ansatz. Zu 12,5 pl MultiplexMastermix
(Qiagen) wurden je 0,5 ul pro Primer (Multiplex-Primer, farbmarkiert), 1 ul DNA-Extrakt und
10,5 ul H,O gegeben. Die Amplifikationsparameter waren die der Multiplex-PCR. Die
Zusammensetzung und Wahl der Proben fir die Allelleiter sind in Tabelle 35 gelistet. In
Abbildung 42 ist die Allelleiter dargestellt.

Tabelle 35: Individuen und Allele zur Erstellung einer Allelleiter

Marker Individuum | Allel | Mischungsverhiltnis System | Mischungsverhiltnis Gesamt
VOLP10 | Alpl1 6/7 2:1
Alp13 7/7 2:
LgU52 Vic10 5/7 5:1
Vic9 5/10 1:
VOLP67 | La6 13/17
Vic5 13/18 1:3:3 2:
Alpl1 13/17
VOLPO3 | Alp2 8/8
Alp10 20/21 1:2:2 3:
Vic3 22/22
LgU68 Gual 11/15
Vicl 16/17
Vic6 17/17 4:2:2:5:1 1:
Vic7 17/20
Alp7 18/18
LCAG6 Gual 26/26
Vic7 12/14 2:1:2:3 2
Alpl 14/14
Alp11 14/14
] vorp1o L7 5| Lgus2
i i , 10
« 6y i H 7 A
e e Y - ...4-'\-) I""\..-" B e P L
SN I2EALLE A0M 0/
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Abbildung 42: Lamaplex-Allelleiter

Die Allelleiter erlaubte auch eine Ubertragung der Anwendung vom Sequenzier-Gerit Model
373 auf das Modell 310 (PE Applied Biosystems). Zur Analyse wurden pro Probe je 1-3 ul
Multiplex-Amplifikationsprodukt mit 0,3 pul GS-Rox-500 (PE Applied Biosystems) und 12 ul
High-Dye-Formamid versetzt. Nach Denaturierung (95°C, 5 min) wurden die Proben direkt

auf den Sequenzierer aufgebracht. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte mit Hilfe des
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High-Performance-Polymer 4 (POP4) und die Daten wurden mit der Software ABI Prism™
GeneScan-Collection-Software (PE Applied Biosystems) gesammelt. Die Auswertung erfolgte
mit der Software  GeneScanAnalysis (PE  Applied Biosystems). Bei jeder
Fragmentlingenanalyse wurde die Allelleiter als eigenstindige Probe behandelt und

mitgefithrt, um eventuellen Laufunterschieden gerecht zu werden.

3.6 Analysesysteme zur Identifikation des Phanotyps

Fir die Untersuchung von SNPs, die mit der Auspragung von Fellfarbe assoziiert sind, wurde
zunichst der aktuelle Forschungsstand erfasst. Fur Neuwelt-Camelidae waren keinerlei
genetische Untersuchungen zuginglich. Lediglich zur Vererbung der Fellfarbe konnten
Informationen gesammelt werden. Aus Kreuzungsbeobachtungen wird gefolgert, dass
schwarz ein rezessives Gen ist und ein Piebaldie-Gen existiert (Merriweather & Merriweather
2003).

Die Gene MCI1R, ASIP und TYRP1 sind in einer Vielzahl von Spezies untersucht und weisen
meist eine hohe Assoziation mit Fellfarben-Ausprigung auf. Fir den Marker MC1R wurden
die Sequenzen von Ovis aries, Sus scrofa, Homo sapiens sowie Bos faurus verglichen und in den
konserviertesten Regionen wobble-Primer entworfen. Fur das Gen ASIP wurden Primer fiir
polymorphe Exone aus Royo et al. (2005), die an Bos taurus entwickelt wurden, nach einem
Speziesvergleich tibernommen. Ebenso wurde fir das Gen TYRP1 verfahren (Primer aus
Beryerre et al. 2003) mit Ausnahme des Markers TYRP1 Exon 5. Hier wurden die Primer
nach dem Speziesvergleich als wobble-Primer entwickelt. In Tabelle 36 sind alle verwendeten

Primer gelistet.

Tabelle 36: Primer zur Detektion phinotypisch assoziierter SNPs

Primername Primersequenz 5°- 3° Publikation Anlagerungs-
Temperatur

MC1Ra_upper AGAGGMGGCTGCTGGSTTCC - 58°C

MC1Ra_lower CKTGTGGTKGTAGTAGGYGAT -

MC1Rb_upper GACCGCTACRTSTCCATCTTCTA - 58°C

MCI1Rb_lower AGCACTGCAGCACCTCYTG -

ASIPEx2_upper CTTCTCTGTCTCACTCAGGCCTC Royo et al. 2005 | 56°C

ASIPEx2_lower CTTGATTCCTCCAGAATTGTTCT

ASIPEx3_upper CTGTCTCCAGGTTCTGCAGCCAG 59°C

ASIPEx3_lower TTCAGTGCTTGAGGTCAGGAC

ASIPEx4_upper GACGTCTAGTCCGAGGAGTTC 58°C

ASIPEx4_lower AGCATCGGGGTCTTTTCAAATGA

TYRP1Ex2_upper | GGATTTTCCTCTACGTGCTTCAGTC Berryere et al. | 58°C

TYRP1Ex2_lower | CTATGAGAACCCTCTGGTCACAGG 2003

TYRP1Ex3_upper | GTCAGGAGAAATCTTCTGGACTTAAG 58°C
TYRP1Ex3_lower | TACATACCTGCATGTCTTTCTCCAG
TYRP1Ex5_upper | TGCAGGCSCCGSTGGGCAATTS 58°C

TYRP1Ex5_lower | GCCTTCCACTGTGTTTCGGAAACTG

Legende: A = Adenin, C = Cytosin, T = Thymin, G = Guanin, Y = C oder T, R = A oder G, S = G oder C, K
=G oder T,M = A oder C
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Die Zusammensetzung der Amplifikation war immer: 12,5 ul MultiplexMastermix (Qiagen),
0,2 uM pro Primer, 2 ul DNA und 8,5 ul H,O. Die Amplifikationsparameter waren fir die
Initialphase 95°C  fir 15 min, die Zyklusparameter waren 94°C fir 1min, die
Anlagerungsphase wurde fir 1 min durchgefihrt (Temperaturen s. Tab. 36) und die
Elongation fiir 2 min bei 72°C. Ein Abbruch der Reaktion wurde durch einen
Abkithlungsschritt auf 10°C fir 10 min erzielt.

Die Systeme TYRP1-Ex2 und TYRP1-Ex5 zeigten keinen Amplifikationserfolg und wurden
nicht weiter verwendet. Die Systeme MC1Ra, ASIP-Ex2 und ASIP-Ex4 wiesen Produktlingen
tber 1000 bp auf. Da die Sequenzierung eines solch langen Fragmentes mit den zur
Verfigung stehenden Geriten nicht moglich ist, wurden diese verworfen. Die Systeme
MCI1Rb, TYRP1Ex3 und ASIPEx3 zeigten gute Amplifikationsergebnisse und wurden in je
zwei rezenten Individuen, die unterschiedliche Fellfarben aufwiesen, amplifiziert und
sequenziert. Die Sequenzanalyse erfolgte wie auf Seite 86 beschrieben. Die Anneal-
Temperatur der Tag-Cycle-Sequencing-Reaktion betrug 55°C und es wurden 30 Zyklen
durchgefihrt.

Im System MCIR konnten keine mit der Fellfarbe assoziierten Polymorphismen gefunden
werden. Im Marker TYRP1Ex3 konnten zwei polymorphe Stellen detektiert werden, von
denen eine (G/A) moglicherweise mit der Ausprigung von Piebaldie und schwarzer
Gesichtsfarbe assoziiert ist. Fir den Marker ASIPEx3 konnten drei Polymorphismen erkannt
wetden, von denen einer (C/A) eventuell mit der Ausprigung hellbrauner Fellfarbe (Wild-
Typ) assoziiert ist. Fur diese beiden Polymorphismen wurde eine SNP-Analyse mit Hilfe der
SingleBaseExtension ~ (SBE)  entwickelt.  Informationen zur Funktionsweise  dieser
Analysemethode sind z.B. bei Schmidt (2004) nachzulesen. Die Primer zur Synthetisierung der
Fragmente wurden verkiirzt, um auch eine Amplifikation in alten Proben zu erméglichen und

so genannte SBE-Primer wurden entwickelt. Die Primer sind Tabelle 37 zu entnehmen.

Tabelle 37: Primer zur Amplifikation eines Abschnittes des TYRP1- und ASIP-Gens sowie SBE-Primer zur

Genotypisierung
Primersequenz 5°- 3° Poly-A- Produktlinge Anneal-
Schwanz Temperatur
TYRP1_upper ACCCACTACTACTCCGTCAA 143bp 55°C
TYRP1_lower ATACCCTGCATGTCTITTICT
SBE_TYRP1_r | GTACCTGTGCCACGTGAGAAA 21 9 30bp -
ASIP_upper GGGCGACAACGCCGAAA 105bp 65°C
ASIP_lower AGTCGGCTTGCCTGCGTCCIT
SBE_ASIP_r GGTTGTAGCGCACGCTGTT 11 40bp -

Legende: r = reverse, bp = Basenpaare, A = Adenin, G = Guanin, C = Cytosin, T = Thymin

Die Amplifikation erfolgte im Singleplex Ansatz. Die PCR setzte sich wie folgt zusammen:

12,5ul MultiplexMastermix (Qiagen), 0,24 uM pro Primer, 1-11,9 ul DNA-Extrakt und 0 bis
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10,9 ul H,O. Die Amplifikationsbedingungen waren wie jene zur Amplifikation der Fragmente
fir die Sequenzierung, die Temperaturen des Anlagerungsschrittes sind Tabelle 37 zu
entnehmen.

Fir die SBE-Analyse wurden die Amplifikationsprodukte zunichst aufgereinigt. Zu 1 pl SAP
(ShrimpAlkalinePhospatase, PE Applied Biosystems) und 2 U Exol (PE Applied Biosystems)
wurden 2,5 ul amplifiziertes Produkt gegeben. Konnten fir eine Probe beide Systeme
amplifiziert werden, so wurden diese gemeinsam (je 1,25ul) aufgereinigt. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C fiir 1 h und anschlieBend fir 15 min bei 75°C. Fur die SNP-Analyse
erfolgte die SBE-Reaktion, mit Hilfe des ABI Prism® Snapshot® Multiplex Kit (PE Applied
Biosystems). Es wurden zu 2,5 pl Snapsho-Multiplex-Mix 1,5 ul aufgereinigtes Produkt und je
0,5 ul SBE-Primer gegeben. Wurde nur ein Fragment untersucht so wurde auf ein
Gesamtvolumen von 5 pl mit H,O aufgefillt. Die Reaktion etrfolgte bei 96°C fiir 10 s, 55°C
fir 5 s und 60°C fir 30 s. Es wurden 25 Zyklen durchgefithrt. Von den entstandenen
Produkten wurde je 1 ul mit 0,25 pl LIZ (Lingenstandard, PE Applied Biosystems) und 12 ul
High-Dye-Formamid versetzt. Nach Denaturierung (95°C, 5min) wurde die Probe auf das
Sequenzier-Gerit Modell 310 (PE Applied Biosystems) aufgebracht und auf dem Polymer

™ GeneScan-Collection-Software

POP4 aufgetrennt. Die Daten wurden mit der ABI Prism
gesammelt und mit der Software GeneScanAnalysis ausgewertet (beide PE  Applied
Biosystems).

Die Ausprigung der Polymorphismen kann entweder homozygot (nur ein Peak pro System),
oder heterozygot (zwei Peaks pro System) sein. Da die SBE-Primer auf dem unteren Strang

der DNA ansetzen, werden die Polymorphismen im Elektropherogramm in der Farbe der

komplementiren Base angezeigt.

3.7 Statistik

Die statistische und phylogenetische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit den
Programmen Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) Software Version 4.0.
(Tamura et al. 2007), Geneious — Research in a Flash (Biomatters), DnaSP (Rozas et al. 2003)
und Arlequin (Excoffier 2000). Die statistischen Grundlagen dieser Programme sind die in

Kapitel 2.3 vorgestellten Formeln und Hypothesen.
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4 Typisierungsergebnisse und erste Ableitungen aus den Datensitzen

Im Folgenden werden nun die Ergebnisse vorgestellt und die Systeme einzeln ausgewertet,
bevor in Kapitel 5, 6 und 7 die Auswertungen beziiglich des Erhaltungszustandes, der
Speziesidentifikation und der Populationsgenetik erfolgen. Es wurden nur reproduzierte
Ergebnisse in die Auswertung mit einbezogen. Proben die zwar analysiert, jedoch nicht
reproduziert werden konnten, sind im Appendix aufgefithrt. Ein Ergebnis galt als reproduziert

wenn es aus einer Amplifikation pro unabhingig hergestelltem DNA-Extrakt erlangt werden

konnte.

4.1 cytb

4.1.1 Rezentes Material

Die Amplifikation und Sequenzierung des 276 bp langen Fragmentes war in allen Proben
erfolgreich.

Die Sequenzdaten wurden mit Hilfe der Alpaka-Referenz-Sequenz (NC 002504) ausgwertet.
Dies erfolgte ohne Berticksichtigung der Primersequenzen, so dass ein Bereich von Position
14439-14676 erfasst wurde. Bei der Auswertung konnten keine Heteroplasmien beobachtet
werden.

Es konnten 15 polymorphe Stellen ausgemacht werden, welche die Unterscheidung von neun
Haplotypen erlaubte. Dies entspricht einer Nukleotid-Diversitit von 0,06. In Tabelle 38 sind

die gefundenen polymorphen Stellen und die Individuen in denen sie vorkommen gelistet.

Tabelle 38: Angetroffene Haplotypen in rezenten Neuwelt-Camelidae

lzlzlzlglelalela|gle|glalglt

SISSIS|S|S[S|S|S|S|S|S|F|F|F
Ref. A|Cc [c [T [c [T [T [A]T |[C |A [A [A [A [C
Vicl, 10-12 G|t [T [c|Gg|c]c|* [c T [G |G [ [ |T
Vic 2-9 13,14 G lT It [cIT [* [c [* [c [T [G |G [|* [* |*
Vic 15,16 Alp1-3 G lt It [cIT [* |c [* [c [T |G |G * [T
Alp 4, 5,6, 8, 10, 13,14 « [T [T [C [T [* |c |[* [c [T [G |G [* [ |T
Alp 11,1217, 9,10, Gual | * |* |* |* [* [C |* [* [* |* [* [* [* [* [*
14211,3-6 * * * * * * * *k *k * G *k *k
LaZ,Alp7’9 * * * * *k *k * * *k *k *k * * * *k
Ta$ * * * * * C C C * * * * * G |T
Gua 2,3 * [* [ [ |[* [c|c|c [* [* [* [ |[G|G]T

Legende: Ref. = Referenzsequenz, A = Adenin, G = Guanin, C = Cytosin, T'= Thymin * = stimmt mit der
Referenzsequenz iiberein
Die Mutter-Kind-Paare L.a3 und La5, L.a4 und La6 sowie Alp11 und Alp12 wiesen jeweils die

gleichen Polymorphismen auf.
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Wurden die Sequenzen aus der Datenbank in die Auswertung mit einbezogen (36 Sequenzen,
s. Kap. 3.1) so erhohte sich die Anzahl polymorpher Stellen auf 35, die Anzahl der
Haplotypen auf 26. Dies entspricht einer Nukleotid-Diversitit von 0,15. Es erfolgte eine
Benennung anhand der phinotypischen Spezies sowie ihrer Stellung im rekonstruierten
Stammbaum (s. Abb. 43). Die Rekonstruktion des phylogenetischen Stammbaums erfolgte mit
Hilfe der Software MEGA, unter Verwendung der Methodik UPGM.A bootsptrap und den
Distanzberechnungen nach Nei (s. Kap. 2.3). In Tabelle 38 sind die Haplotypen, ihre

polymorphen Stellen sowie ihre Haufigkeit verzeichnet.

Tabelle 39: Benennung der Haplotypen und ihre polymorphen Stellen im Nukleotid-Bereich 14439-14676 und
ihre Hiufigkeit in phidnotypischen Spezies

Haplotyp Polymorphismen Hiufigkeit

Vi 453G, 474T, 513T, 517C, 528G, 549C, 558C, 624C, 630T, 645G, 648G, 672T 4V

V2 448T, 449T, 453G, 474T, 504C, 513T, 517C, 528G, 549C, 558C, 603C, 612A, 624C, 1V

630T, 645G, 648G, 672T

V3 453G, 474T, 513T, 517C, 528T, 549C, 558C, 624C, 630T, 645G, 648G 9V

AV1 453G, 474T, 513T, 517C, 528T, 549C, 558C, 624C, 630T, 645G, 648G, 672T 2V,3A

LV1 453G, 474T, 513T, 517C, 528T, 549C, 558C, 603C, 624C, 630T, 645G, 648G, 672T 1V,1L

AV2 474T, 513T, 517C, 528T, 549C, 558C, 624C, 630T, 645G, 648G, 672T 7A

Lv2 453G, 474T, 513T, 517C, 527A, 528G, 532C, 549C, 558C, 603C, 624C, 625C, 630T, 1L
645G, 648G, 653T, 655A, 672T

ALG1 549C 2A,3L,3G

L1 657G 5L

LAl /- TL,2A

Al 549C, 564G, 672T 1A

A2 543C, 549C, 603C, 657T 1A

LGl 549C, 558C, 567C, 660G, 672T 1L

Gl 546A, 549C, 558C, 597C, 660G, 672T 1G

G2 549C, 558C, 567C, 603C, 660G, 672T 4G

G3 549C, 558C, 567C, 589C, 603C, 660G, 672T 1G

LG2 459C, 549C, 558C, 567C, 603C, 634C, 672T 1L

G4 492G, 549C, 558C, 567C, 603C, 660G, 672T 8G

G5 492G, 549C, 558C, 567C, 603C, 672T 1G

G6 492G, 549C, 558C, 555G, 567C, 603C, 660G, 672T 1G

G7 549C, 555G, 558C, 567C, 603C, 660G, 672T 4G

G8 549C, 558C, 567C, 657G, 660G, 672T 2G

G9 549C, 555G, 558C, 567C, 585A, 603C, 655A, 657G, 660G, 672T 1G

G10 549C, 555G, 558C, 567C, 585A, 603C, 657C, 660G, 672T 1G

G11 549C, 555G, 558C, 567C, 603C, 657G, 660G, 672T 3G

G12 549C, 555G, 558C, 567C, 603C, 625C, 657G, 660G, 672T 2G

Legende: Polymorphismen: C = Cytosin, T = Thymin, A = Adenin, G = Guanin; Vorkommen: L. = Lama, V =
Vikunja, A = Alpaka, G = Guanako

Diese Haplotypen lassen sich in zwei GroBgruppen unterteilen. Die Gruppe Guanako besteht
aus den Haplotypen G1-G12, LG1, LA1, L1, ALG1, Al und A2. Die Gruppe Vikunja besteht
aus den Haplotypen LV1, LV2, AV1, AV2, V1, V2 und V3. Die Unterteilung erfolgte anhand
des phylogenetischen Stammbaums (s. Abb. 43).

Um die Sequenzen auch mit denen des Uberlieferten Materials vergleichen zu konnen, in
denen tberwiegend kirzere Sequenzen analysiert werden konnten, wurden die Sequenzen in

einen vorderen Bereich (101 bp, np 14453-14554) und einen hinteren Bereich (81 bp, np
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14595-14676) unterteilt. Fur diese Bereiche erfolgten ebenfalls die Benennungen der
Haplotypen und die Rekonstruktionen des phylogenetischen Stammbaums anhand der
angetroffenen Sequenzen. Im vorderen Bereich konnten 13 polymorphe Stellen detektiert und
elf Haplotypen definiert werden. Diese sind in Tabelle 40 dargestellt. Des Weiteren wird

Auskunft tiber die Tiere in denen sie angetroffen werden gegeben.

Tabelle 40: Haplotypen und polymorphe Stellen im vorderen Bereich (np 14453 — 14554) des cytb und ihre
Hiufigkeit in phinotypischen Spezies

Haplotyp Polymorphismen Hiufigkeit

Vi1 453G, 474T, 513T, 517C, 528G, 549C 4V

V2 453G, 474T, 504C, 513T, 517C, 528G, 549C | 1V

AVL1 453G, 4747, 513T, 517C, 528G 12V,3A,1L
AV1 474T, 513T, 517C, 528G 7A

LV1 453G, 474T, 513T, 517C, 527A, 528G, 532C | 1L

ALG1 549C 3A4L,21G
LAl /- GL,2 A

Al 543C, 549C 1A

Gl 546A, 549C 1G

LGl 459C, 549C 1L

G2 492G, 549C 10G

Legende: Polymorphismen: C = Cytosin, T = Thymin, A = Adenin, G = Guanin; Vorkommen: L. = Lama, V =
Vikunja, A = Alpaka, G = Guanako

Die Haplotypen lassen sich in zwei Hauptgruppen unterteilen (s. Abb. 43): Die Gruppe

Guanako mit den Haplotypen G1, G2, LG1, Al, LAl und ALG1 sowie die Gruppe Vikunja

mit den Haplotypen V1, V2, AVLI1, AV1 und LV1. Die Gruppe Vikunja weist weniger

Haplotypen, jedoch mehr polymorphe Stellen, als die Gruppe Guanako autf.

Im hinteren Bereich des cytb sind 13 polymorphe Stellen zu bestimmen, welche die
Unterteilung in 18 Haplotypen erlauben. In Tabelle 41 sind diese gelistet.

Tabelle 41: Haplotypen und polymorphe Stellen im hinteren Bereich (np 14595 — 14676) des cytb und ihre
Hiufigkeit in phinotypischen Spezies

Haplotyp Polymorphismen Hiufigkeit
AV1 624C, 630T, 645G, 648G, 672T 6V,10 A
Vi 603G, 612T, 624C, 630T, 645G, 648G, 672T 1V

V2 624C, 630T, 645G, 648G IV

LV1 603G, 624C, 630T, 645G, 648G, 672T 1V,1L
LV2 603C, 624C, 625C, 630T, 645G, 648G, 653T, 655A, 672T | 1 L

ALGI1 -/- 4A,41L,3G
L1 657G 5L

Al 672T 1A

A2 603C, 657T 1A

LG1 660G, 672T 1L1G
Gl 603C, 660G, 672T 17G

G2 603C, 634C, 660G, 672T 1G

LG2 603C, 672T 1L1G
G3 657G, 660G, 672T 2G

G4 603C, 655A, 657G, 660G, 672T 1G

G5 603C, 657C, 660G, 672T 1G

Go6 603C, 657G, 660G, 672T 3G

G7 603C, 625C, 657G, 660G, 672T 2G

Legende: Polymorphismen: C = Cytosin, T = Thymin, A = Adenin, G = Guanin; Vorkommen: L. = Lama, V =
Vikunja, A = Alpaka, G = Guanako
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Die Haplotypen ALGI1, L1, Al, A2, LG1, LG2 und G1-G7 lassen sich in die Gruppe
Guanako unterteilen, die Haplotypen AV1, V1, V2, LV1 und LV2 in die Gruppe Vikunja (s.
Abb. 43).

In Abbildung 43 sind die, sich aus den angetroffenen Haplotypen ergebenden,

phylogenetischen Stammbiume dargestellt. Die Astlingen entsprechen nicht den tatsichlichen

Distanzen. Die bootstrap-Werte lagen bei ~90%.

cytb gesamt
Guanako
(Lama,
Alpaka)
Vikunja
(Lama,
Alpaka)
Camsius
Hippo
cytb hinten =]
cytb vorne — AV2 i
ALV1 o8
Lv1 = Vikunja = A — 3
V1 L Alpak (e Guanako
3;”1 (Lama Alpaka) %‘a (Lama, Alpaka)
-
G2 ) [ —
ALG1 u
LG1 B
Al > Guanako .
(Lama, I —— U] =
LAT Alpaka) va
Vikunja
G1 - «’E v (Lama, Alpaka)
L1
Camelus Camelus
Hippo

Hippo

Abbildung 43: Phylogenetische Stammbaume die sich aus den Haplotypen der cytb-Sequenzen ergeben (niheres
im Text)

Im Stammbaum des Gesamt-Fragmentes und dem des hinteren Bereiches, lassen sich
innerhalb der Guanako-Gruppe zwei weitere Gruppen unterscheiden, jene die nur aus
Guanakos besteht (obere Aste) und jene die aus Lamas, Alpakas und Guanakos besteht.
Innerhalb der Vikunja-Gruppe ist eine klare Unterteilung nicht mdglich, hier sind in der

Gesamtgruppe Lamas, Alpakas und Vikunjas enthalten.
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4.1.2 Ubetliefertes Material

Fir 55 der insgesamt 233 Extrakte war eine Amplifikation von Fragmenten des cytb moglich.
Dies entspricht einem Amplifikationserfolg von rund 23,6 %. Betrachtet man nur die
Knochen und Zihne so konnte fir 38 von 164 Proben eine positive Amplifikation erfolgen
(24 %). Von 40 Textilien konnten 17 Proben erfolgreich amplifiziert werden (42,5 %).
Reproduzierte Ergebnisse liegen fiir 36 Knochen- und Zahnproben (22 %) sowie 14 textile
Proben (20,3 %) vor, dies entspricht einem Gesamterfolg von 21,5 %. Fir die Proben JAA29
und COA4 konnte aus allen beprobten Knochenelementen DNA amplifiziert werden, diese
sind in der Auswertung als Einzelproben behandelt worden. Fir die textilen Proben, die in
unterschiedlicher Farbgebung FErgebnisse erbrachten, wurde ebenso verfahren. Das
Gesamtfragment konnte fiir 20 Knochenproben und eine textile Probe bestimmt werden. In
elf dieser Proben gelang die Amplifikation des langen Fragmentes cytb 2, in zehn Proben
gelang die Auswertung des gesamten Bereiches anhand der tiberlappenden Fragmente. In allen
Proben konnte eine sichere Auswertung der Sequenz von Position 14439 - 14677 erfolgen, so
dass die ausgewertete Sequenzlinge 238 bp betrigt. In Tabelle 42 sind die erfolgreich
analysierten Proben, ihre polymorphen Stellen und Haplotypen sowie das hierfir amplifizierte

Fragment gelistet.

Tabelle 42: Polymorphismen, Haplotypen und erfolgreiche Fragmente in tberliefertem Material

o | &
2122|3332 [B |31/ |8|S[T|3T|8[]8|3|8 S| P
PR R e e s I I T R A I | =
Ref. |[A]lT|A|lC|G|T|T|A|T|A|T|G|T|C|A|A]T|A]A]|C] LAl
JAA2921 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * LAl Cytb2,5
J AAng * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * LAl Cytb4,5
JAA29C * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * LA1 Cytb4,5
I\/ISAZ * * * * * * * * * * * R * * * * * * * * LAl C)’tb2,4
k{SAZ() * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * LA1 C\Tb2,3,4,5
I\ISA:I,O * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * LAl letb4,5
MST3b | * | x [ x| x| x| x| cCc|G|Cc|C|C|[R|*x|*x|[*x|*x]|*x|G|G|T]| Gl cyth3,4,5
GEAL [nd | * | x [ *x [ x| x| C|*x [ x| x| x| x[ x| x| x]*x[C|*|G]|T]|LG| cyth456
GEAG [ * [ * [ ] x[x]clcl]x|clcl]c]JA]x]*[*x[*x]c|*]G|]T] GI13 | cytb2345
GEA7 [nd|[nd | * | x| x| x [ C| x| x| x [ C]A]| x| *x]*x | x]x|x]x]=x L3 cyth3,4,5
GEAY [ Jc [+ +Jc]x]clc]Jc|Al*]*]*x[*]*]*]G[T] Gl4 [ cyth345
GEA15 [ nd [nd | * | *x | *x [ x| C| x| x| x| C|lA|*x [ x| x| x|x]x]x]x L3 cyth3,4,5
COA2 [nd[nd [ * [ *[* [ *x[Cc]*]cCclcCc] x| *[*]*x]*[*]*]*[G]T] LGl | cyth2345
COM [nd| * [ x| x[*x]cCclc]x|clcl]cl]A]lx]*x[*x[*x]c|*][Gc]|T] G13 cytb2,4,5
COAG * * * * * * * * * * C A * * * * * * * * LZ Cytb2,3,4
coAT [ *[*]*]xJc]*Jclc]Jc|Al*]*]*x[*]*]*]G[T] Gl4 [ cyth345
COA8 | * | x [ G| | x| *x[C| x| x| x[C]A]x*x|x*x]*x]|*x]x*x]|x]x]=* L3 cyth3,4,5
COAMl [nd [nd[nd [ * [ * [ x| C x| *x[*x]JClAJC][T|]G]G|[*[*x]*x]T] v4 cytb3,4
COA3Z| * | Cc|*x|x[*x[*x|c|x]|]clc|C|A]*x[*x][*|*]*x]*[G]|T]| Gl4 | cyth234,5
COAl4 [nd | * | x| x [ x [ x| C| x| x [ x| x| x| x[*x [ x| *]x]*]x*x]* |ALGlI| cyth34,5
coA7T| e[+« *Jcl*JclclJclA[*]*]*[*]*]*[G]T] Gl4 [ cyth23456
COA21 [nd | * | x | x| x [ x| x| x| x| x [ C|R|*x [ x| x| x|x]x]x]x 12 cyth2,4,5
COAs | * [ x| x| A x]cCc|*]*x[*x]JC[R[*[*x]*x]*x]*x]x*x]=x]:*= 13 cytb2,3,4,5

Legende: Ref. = Referenzsequenz, A = Adenin, G = Guanin, C = Cytosin, T = Thymin * = stimmt mit der
Referenzsequenz iiberein, nd = nicht definiert, R = A oder G
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Die Proben MSA2, MST3b, COA21 und COA25 wiesen eine Heteroplasmie an der Position
14612 auf. In den Proben COA21 und COA25 konnte diese nur auf dem oberen Strang
detektiert werden, auf dem unteren Strang konnte nur ein G typisiert werden. In den Proben
MSA2 und MST3b war diese Position auf beiden Stringen als R ausgeprigt.

Es konnten insgesamt zehn Haplotypen und 19 polymorphe Stellen bestimmt werden, dies
entspricht einer Nukleotid-Diversitit von 0,08. Obwohl eine deutlich kleinere Stichprobe
gegeniiber den Untersuchungen in rezenten Tieren vorliegt, weist das iiberlieferte Material,
eine anteilig groBere Anzahl Haplotypen (10/21 gegentiber 26/79) sowie sechs Haplotypen,

die nicht im rezenten Material typisiert werden konnten, auf.

Die Analyse des vorderen Fragmentes (np 14453 — 14554) konnte fiir 41 Proben erfolgen. In
Abbildung 44 ist die Uberpriifung des Amplifikationserfolges exemplarisch dargestellt. Es sind

Proben zu sehen, in denen das Fragment 5 (s. Kap. 3.4.1) amplifiziert wurde.

COA4
COA4ph
COAS5
COA7
COA7
COASI
COASII
COA9
COAT1I1I
COA1111
COA14
COAI15
COA17
COA18
COA19
COA20I
COA2011

o
28

Abbildung 44: Uberpriifung des Amplifikationserfolges der PCR 5.16
In den Proben, die einen positiven Amplifikationserfolg aufwiesen, konnte auch immer eine

Sequenzierung erfolgen. In Tabelle 43 sind die sequenzierten Proben, ihre polymorphen

Stellen und Haplotypen sowie das in ithnen amplifizierte Fragment aufgefiihrt.
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Tabelle 43: Polymorphismen und Haplotypen im vorderen Bereich des cytb in iiberliefertem Material

o 2
ala|t|la|t|eolnlrs|o|lo]|lo]|a g g
SIS 22|28 |8| =&
A R R i (R R (I () T | =

Ref. T|IG|C|A|T|C|T|C|G|C|T|[T] LAl
AOAS | * | = | = | = | * | * | * | * | * | *|* | *| LAl cyth5

JAA29a | * [ [+ [ * [ [« [ = [ *[*[*[* =] LAl | oytb25

JAAOb | * [ * [ * [ = [ = [ *[*[*[*[*[*]+*] LA cyth5

JAAOc | * [ [+ [ * [ = [*[=[*[*]*]=*[*] LAl cyth5

MSA2 | * | * | * | * | * | * | * | * | * | * | * | * | LAl cyth2
MSA29 | * | * | * | * | * | * | * | * | x| x| x| * | LAl cyth3
MSAZ0 | * | * | * | * | * | * | * | * | x| x| x| * | LAl cyth5
MSA31 | * | * | * | * | * | x| * | x [ x [ x| * [ C|ALGl | cyth5
MST3b | * | * | * | * | * | * | * [ * ] *[*]*|C|ALGl | cyth3
MST5¢c | * | * | * | * | C|T|C|*|[*]|G|[*]C V3 cytb5
MST7a | * | * | * | * |C|T|C|*|[*]|G|[*]C V3 cytb5
MST9c | * | * | T | * | C|T|C|*|[*]|G|[*]C V2 cytb5

MST13e | * | * [T | * | C|T|C|*|* |G| *|C V2 cytb5

MST24a | * | * | T | * |C|T|C|*|* |G| *|C V2 cytb5

GEAL1 | * | * | *x [ *x [ x [ & [ & [ ok | ok ] k] 1 C| ALGL [ cytb5

GEAG | * [ x| * [ * | x| x| *[*]|*|*]C|C]|ALG2 [cyth2,35

GEA7 |ad| * | * [ * | *x [ * | x| x| x| *|* | C|ALGI | cyth3,5

GEAS | * | C|T|[*|*x|T|C|[*|*|T]|*|*] AV3 cytb5

GEAY | C | * | x| * | x| *| x| *|*|*]*|C| LGl | cyth3,5
GEAL10 | * | x| < | x| * | * |+ | x| x| x [ * | C|[ALGl | cyth5
GEALS [nd | * [ * | * [ * | * [ * | x| * ] *|* ]| C|ALGl | cyth3,5
GETla | * [ * | T [ * | *|T|C|[*|*|C]|*|*] AV2 cytb5
GETOd | * | * | * | * | * | * | x| x| x| x| *x | * | LAl cyth5
GET7a | * | * | * | * | * | * | * | * | * | * | * | * | LAl cyth3

GET13a | * | * [T | * [ * | T|C|*|*|C|*|*]| AV2 cytb5

GETI3f | * | & | * [ * [ x| x| x| * | * | * [ * [ * LA1 cytb5

COA2 |nd|nd| * [ * [ * [ * [ x| x| x| *]* ] C|ALGl |cyth23,5

COA4 | * | x| x| x| x| x| x| x| x| *|C|C]|ALG2 | cyth25

COAdph|nd | * [ * | * [ * | *x [ * | x| * ] *|* ] C|ALGl | cyth5

COAS [nd | Y [ ¥ | x| x| x| | *|[*|[*x]|]*]|* LA1 cytb5

COA6 | * [ * [ * [ *[*[*[*[*[*[*]*]*] LAl | cyb2,3

COA7 |C | x| x| * | x| *| x| *|*|*]*|C| LGl | cyth3,5

COA8 | * | * | * |G| *|[*|*|[T|*|*]|*]|C G3 cytb3,5
COAO | * [ * [ * [ * [ * [ * | * | *|*]*]*]|*]| LAl cyth5

COAl1l |nd|nd|nd|nd| * | * | * | * [ * | * | * | C| ALGl | cyth3

COAL2 [nd | C [T | * [ * | T|[C|*|[*]|T|*]*| AV3 cytb5

COABB[C | * [ x| *[*x]|*x|[*]|*[*]*|*]C| LGl | cyth2,3

COAl4 [ * | * [ x| * [ x| *x [ x| x| * ] *x|*]C|ALGl | cyth3,5

COAL5 | * | x| < | x| x| x| & | x| x| x [ * | C|ALGl | cyth5

COAl7 [C | * [ x| * [ x| *x[*|*x|*]|*]|*]|C| LGl |cyth235

COAI8 [nd | * [ * | * [ * | T [C| * | *[|T]|*|*]| AV4 cytb5

COAL [nd| C [ * | * [ * | * [ * ]| *[*]*|*]C| LG2 | cyth3,5

COA20 [nd | * [ * | * [ * | T [C| * | *|T]|*]|*]| AV4 cytb5

COA21 | * | x| & | ok | ok [ R [k oo ] ok ] ok ) ok LA1 cyth2,5

COA25 [ * | * [ x| x [ x| *x [ x| *x | A|*|*]|C| LG3 |cyth23,5

Legende: Ref. = Referenzsequenz, A = Adenin, G = Guanin, C = Cytosin, T = Thymin * = stimmt mit der
Referenzsequenz iiberein, nd = nicht definiert, Y = C oder T

In der Probe COA5 konnte die Position 14472 nicht eindeutig bestimmt werden. Es zeigte

sich in den einzelnen Sequenzierungen entweder ein T oder ein C.
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Eine Heteroplasmie trat nicht auf.

Es konnten insgesamt zwolf Haplotypen mit zwolf polymorphen Stellen in 45 typisierten
Proben angetroffen werden. Sieben der Haplotypen konnten nur in tberliefertem Material
nachgewiesen werden. Sieben der Proben entstammen Fundnummern, die mehr als ein
Probenstiick enthielten, bzw. entstammten mehrfarbigen Textilien. In der Probe COA4
konnten fur das Extrakt aus dem Vertebra und das aus dem Phalanges unterschiedliche
Haplotypen typisiert werden (s. Tab. 43), so dass davon auszugehen ist, dass es sich hierbei
um zwei unterschiedliche Individuen handelt. Die Extrakte der Probe JAA29 zeigten gleiche
Haplotypen (s. Tab. 43), obwohl zwei rechte Pars petrosa sowie Dentes beprobt wurden. Es
handelt sich hierbei also um mindestens zwei Individuen, die den gleichen Haplotyp
aufweisen. Die Extrakte der Textilie GET13 weisen zwei unterschiedliche Haplotypen auf (s.
Tab. 43). Fir die roten Fasern konnte ein Haplotyp welcher der Vikunja-Gruppe angehért, fir
die schwarzen Fasern ein Haplotyp welcher der Gruppe Guanako angehért, typisiert werden.
Die Textilie wurde also aus Wolle von mindestens zwei Individuen unterschiedlicher Typen
hergestellt. Insgesamt weist das iiberlieferte Material eine hohere Diversitit auf als das rezente

Material, obwohl eine geringere Stichprobenanzahl vorlag.

Im hinteren Bereich des cytb (np 14595 — 14676) konnte fur 39 Proben erfolgreich eine
Amplifikation und Sequenzierung durchgefiihrt werden. In Abbildung 45 ist exemplarische
ein Elektropherogramm der Probe GEA10 fir die Fragmente 4 und 6 dargestellt.

wAGEALD. abi{1>108) — r |
. LA M | |
it R
L
CTABTOGAGTBRATTRAGGAGGATTC T GTARATAMAGCCACCO TTACACGATTC TTCECCTTCCACTTTATAD
VGGEMD.&}J:L{DIZEJ—) T
B ‘“
J .-.L lu‘ i) it 1) ] ‘i' l\

Lt d FUL, i ity L AAMANA L MR A LN L Do bt L b
|CTCTCGGECTTCCATATGTTGGCACALCACTAGTGE GAATGAATTTEAGGAGGATTCTCCGTAGAC ARG CAC COTTACACGATTCTTCGCCTTCCACTTTATC TTACA

Abbildung 45; Elektropherogramme der Probe GEA10, A: Fragment 4; B: Fragment 6

Es konnten 13 polymorphe Stellen detektiert und 13 Haplotypen definiert werden. Sieben der
Haplotypen konnten ausschliefflich in alten Proben typisiert werden. Insgesamt weist das
hintere Fragment, bezogen auf die Gesamtlinge der untersuchten Sequenz, die hochste
Nukleotid-Diversitit auf.

Fir die Extrakte der Probe JAA29 wurde der gleiche Haplotyp bestimmt (s. Tab. 44). Die

Probe COA4 zeigte fiir das Extrakt aus einem Vertebra und das Extrakt aus einem Phalanges
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unterschiedliche Haplotypen. (s. Tab. 44) Die Extrakte der Probe GET13 wiesen ebenfalls
unterschiedliche Ergebnisse auf (s. Tab. 44). Die braunen Fasern zeigten einen der Vikunja-
Gruppe zugehorigen, die schwarzen Fasern einen der Guanako-Gruppe zugehorigen,
Haplotypen. Dies zeigt, dass diese Textilie aus der Wolle von Tieren unterschiedlicher Typen

gefertigt wurde. In Tabelle 44 sind die Haplotypen, ihre polymorphen Stellen sowie das

hierfiir analysierte Fragment aufgefiihrt.

Tabelle 44: Haplotypen und polymorphe Stellen im hinteren Bereich des cytb in Uberliefertem Material

ol g
olalo|lt|lo|lw|lw|loe|l]le]lx]lo|la 5 g
(= — N N [Sa) [Sa) <t <t w0 0 w =l [ o, 1Y)
Ref. T |G |[C [T [C [C |A |A |T |G |A |A |C |ALGI
AOA8 [|= [* = |= = = [* |* [* [|* [* [* |* [ALGI]cyb4
JAA29a |* [* [* [* [= = = [* |= [* [* [* [* [ALGI|cyth24
JAA29b [ [* [* [* [* = [* [* [* [* [* [* [* [ALGI[cytb4
JAA29c | * | * |* x| F |x X [k X [x px x| x ] ALGI | cythb4
MSA2 IR OEEE [ [ [ 1 * | ALGY [ cyth24
MSA29 [* |* [* [* [* [* [|* [* [|* [* |* [* [* [ALGI[cyth24
MSA30 [* [* |* |* |* |* [* [* [* [*x |*x |*x |* JALGI |cytb4,6
MSA31 |nd |nd |nd |nd |* |* [* [* [* [*x [|*x |* |* |ALGI |cyth6
MST3b |C |R |* |* [|* |[* [* [* |* |* |G |G |T |G6 cytb4
MST11la [C [A |* |C |T |* |G |G [* [* [* |* |T |VI cytb4
GEA1 ok Rk x|k e [k C [x x| G |T | GI0 | cyth4,6
GEA5 nd [nd |nd |nd [nd |* |* [* |C [* |* |G [T |G10 |cytb4
GEAG |C [A [* [* [* [|* |* |* |C |* [* [G [T |GIl |cyth24
GEA7 |C [A [* |[* [* [* |* [|* |* |* [* [* [* [L2 cytb4
GEA8 |nd [nd [nd [C |T |* |G |G |* |* [* [* [T [AVI |cytb4,6
GEA9 |C [A [* [* [* [|* |* |* |* |* [|[* [G [T [GY cytb4
GEA10 |* [* [* [* [|*x [|* |*x [|* |*x [|*x [* [*x [*x |ALGI|cythb4,6
GEA13 |C |A [* [C [T [* |G |G |* |* [|* [* [T [V cytb4
GEA15 |C A [* [* [* [* |* [|* |* |* [* [* [* [L2 cytb4
GET7a |C |A [nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd |[nd [nd |nd [nd |? cytb4
GETd |* [* [* [* [* |* [* |* [* |* [* |* [* [ALG1]cy4
GET10f |C |A [* [C [T [|* |G |G |* |* [|* [* [T [V1 cytb4
GET13e |nd [* [* [C |T |* |G |G |* [|* [* [* [T [AVI |cytb4
GET 13f|nd |nd [nd |nd [* [* |* [* |* [* [* |* [* | ALGI |cytb4
COA2 | * |* [* [* [* [* |* |* |* |* |* |G |T [LGl |cyth24,6
COA4 |C [A [* [* [* [|* |* |* |C |* |* |G [T [GS8 cytb2,4,6
COA4ph|nd |[nd [nd [nd |* |* |* |* |* |* [* [* [* |ALGI|cytb4,6
COA5 |* [* = [* [* [* [* |* [* |* [* |* [* [ALG1[cyb4o
COAG |C A [* [* [* [* |* [|* |* |* [* [* [* [L2 cyth2,4
COA7 |C [A [* [* [* [|* |* |* |* |* [* [G [T [GY cytb4
COA8 |C A [* [* [* [* |* |* |* |* [* [* [* [L2 cytb4
COA9 |nd |nd [nd [nd [* |[* |* |* |* JA |* [* [* [L3 cytb4
COAl1l |C [A [* [C [T |* |G |G |* |* [* [* [T [V1 cytb4
COA12 |C [|* [* [C [T [|* |G |G |* |* [* [G [T |LVL |cyth4
COA13 |C [A [* [* [* [|* |* |* |* |* [|[* [G [T [GY cytb2,4
COA14 |* [* [*x [* [*x |x |x |* |*x [|*x [*x [* [* |ATLGI|cytb4
COA15 |nd |nd [* [* [* [* |* |* |* |* [* [* [* [ALGI|cyth4,6
COA17 |C [A [* [* [* [|* |* |* |* |* [|[* [G [T [GY cytb2,4,6
COA18 |nd [nd [T [C |T |T |G |G |* [|* [* [* [T |V3 cytb4,6
COA19 |C A [* [* [* [* |* |* |* |* [|* [* [* [L2 cytb4,6
COA20 |C |A [* [C [T |* |G |G |* |* [|[* [* [T [V1 cytb4,6
COA21 |C |R [* [* [* [* |* [|* |* |* [* [* [* [L2 cythb2,4
COA25 |C |[R [* [* [* [|* |* [|* |* |* [* [* [* [][2 cythb2,4

Legende: A = Adenin, G = Guanin, C = Cytosin, T = Thymin, R = A oder G, * = stimmt mit der

Referenzsequenz tiberein, nd = nicht definiert
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4.2 COI

4.2.1 Rezentes Material

Die Amplifikation des Fragmentes war in allen 43 Proben mdglich. Die Sequenzierung war
jedoch nur fir 41 der Proben erfolgreich. Es konnte eine sichere Auswertung eines 101 bp
langen Fragments zwischen den Nukleotid-Positionen 5422-5523 erfolgen. Die typisierten

Polymorphismen sind in Tabelle 45 aufgefiihrt.

Tabelle 45: Polymorphismen im Fragment des COI-Gens

S EIEIEE
S|IJI|F|F|F| 3

Ref. |[C|A|A|G|C][C
]'Ja 1 * * * * * *
]'Ja 2 * * * * * *
La 3 * * * * * *
]'Ja 4 * * * * * *
]'Ja 5 * * * * * *
La 6 * * * * * *
Ta7 | * | * |G| A *|*
]'Ja 8 * * * * * *
La 9 * * G * * *
La 10 * * G * * *
Gua 1 * * G * * *
GU.Q. 2 * * * A * *
GU.Q. 3 * * * A * *
Apl | * | * | * |[A| T[T
Ap2 | * | * | * |[A [T | T
Alp3 | * | * | * [A] T[T
Alpd | T | * | * |[A| T[T
Alp5 | T | * | * |A|[ T[T
Alp | * | * | * [A| T[T
Alp7 [ = [ * [ = [ * [ = | =
ApS | * | * | * |[A [T | T
Aptt | x [ = |« [ =] = | *
Alpla| * [ * [ * [A| T[T
Vil |[T|G|*|A|T]|T
Vie [ * [ * | * |[A|[T][T
Vi | * | * | * |[A| T[T
Vicd | * | * | * [A|T]|T
Vis | * | * | * |[A|T]|T
Vicb | * | * | * |[A| T[T
Vic7 | * | * | * |[A|T]|T
Vis | * | * | * |[A|T|T
Vio [T | * | * |A|T][T
Viclo| T |G| * |[A|T]|T
Vicl2| * | * | * |[A|T| T
Viel3| * [ * | * [A|T][T
Vicld | * | * | * [A|T|T
Vicls | T |G| * |A|T| T
Viclo | T |G| * |[A| T[T

Legende: Ref. = Referenz, T =Thymin, G = Guanin, A = Adenin, C = Cytosin.* = wie Referenzsequenz
Die Mutter-Kind-Paare La3 und La5, La4 und La6 sowie Alpll und Alp12, wiesen jeweils

dieselben Polymorphismen auf.
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Insgesamt konnten in dem rezenten Material sieben Haplotypen und sechs polymorphen

Stellen detektiert werden. Folgende Haplotypen wurden definiert (Tab. 46).

Tabelle 46: Haplotypen, ihre polymorphen Stellen und ihre Hiufigkeit in phanotypischen

Spezies

Haplotyp Polymorphismen Haufigkeit
LA1 -/- 7L,4A
L1 5442G, 5472A 1L

LGl 5442G 2L,1G
Gl 5472A 2G

AV1 5472A, 5487T, 5499T 6A, 10V
AV2 5431T, 5472A, 5487T, 5499T 2A1V
Vi1 5431T, 5433G, 5472A, 5487T, 5499T | 4 V

Legende: Polymorphismen: T'= Thymin, G = Guanin, A = Adenin, C = Cytosin. Haufigkeit: . = Lama, A =
Alpaka, G = Guanako, V = Vikunja

Anhand dieser Haplotypen wurde ein phylogenetischer Stammbaum mit der Software MEGA,
unter den Bedingungen UPGN.A bootsptrap, rekonstruiert (Abb. 46). Die boofstrap-Werte lagen
bei ~100%

COl -
S Av2 Vikunja
(Alpaka)
AV
G1 } Guanako
LG1
Guanako,
LA2 (Lama, Alpaka)
L1
—
Camelus
Hippo

Abbildung 46: Phylogenetischer Stammbaum anhand der typisierten Sequenzen im COI (ndheres im Text)
Es ergeben sich zwei Gruppen sowie eine Zwischengruppe (s. Abb. 46). Der Haplotyp G1

liegt insgesamt niher an dem der Vikunja-Gruppe. Die Mischgruppe aus Lamas, Alpakas und

Guanakos bildet eine weitere Einheit. Die Gesamt-Distanz betrigt 0,025.
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4.2.2 Ubetliefertes Material

Die Amplifikation des Fragmentes war nur in solchen Proben erfolgreich, fir die bereits
reproduzierte Ergebnisse aus den Analysen des cytb-Gens vorlagen. Es konnte in 34 Proben
amplifiziert werden. In zwei Knochen- und neun Textil-Proben, die im cytb-Gen gute
Ergebnisse zeigten, konnte kein Amplifikat erzielt werden. Fir jede Probe wurde aus zwei
unterschiedlichen Extrakten je eine Amplifikation durchgefithrt. In Abbildung 47 ist

exemplarisch die Uberpriifung des Amplifikationserfolges auf einem Agarosegel dargestellt.
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Abbildung 47: Agarosegel-Bild der PCR COI3

Fir alle Proben mit Amplifikationserfolg konnte die Sequenzierung sowie die Auswertung des
101 bp langen Fragmentes durchgefithrt werden. Mit Ausnahme der Probe JAAO, hier konnte
zwar das gesuchte Produkt amplifiziert werden, jedoch lagen auch unspezifische Produkte vor
(s. Abb. 47), die zu einer Mischsequenz fiihrten, welche die Auswertung verhinderte, da sie die
echten Sequenz tGberlagerte.

Es konnten keine Heteroplasmien festgestellt werden. In Abbildung 48 ist exemplarisch ein

Elektropherogramm der Probe COA11 dargestellt.

wC0ALL. abi{Ls54) =

! “ ] i_L_ i l\LJijg

|M.C—ACAGGGCTMTETMTMTTEGM—EEE—MTTME—AEAGECEGGMEGETMTEE—E—EATGMEAMTETMMCG'I:MTTGTTMGGCEEAEGCATTM

Abbildung 48: Sequenz-Elektropherogramm der Probe COA11 im Fragment COI
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Es konnten neun polymorphe Stellen, welche die Einteilung in neun Haplotypen erlaubte,
festgestellt werden. In Tabelle 47 sind die erfolgreich typisierten Individuen, ihre polymorphen

Stellen sowie ihre Haplotypen aufgefihrt.

Tabelle 47: Polymorphe stellen und typisierte Haplotypen im Fragment des COI-Gens

3
— [sa) — N <t N <t - [N '6:
c|lolx| |l 2| 5| 2| S &
<t < < <t <t <t < < <t T
) e e ) ) ) L L )
Ref. [C|A[T|A[C[G|T[C]|C]LAI
AOAS | * [ * [C|G [ =~ *[*]~*[1G3
JAA29a | * [ * | * [G [ * [ * [ * | * [ * LGt
JAA2b | * [ * [ * [G [ = [~ [ *[~* [~ [1LG
JAA29c | * [ [« [G | * | * [ * | *[*|1Gl
MSA3L | * [+ [« [* [ *[A[*|*[*]|Gl
MST7a_ | T |G [ * | * [* [A ] * [T [T [ VI
GEAS | * [* [ |G T[> [1[*][LG2
GEAG¢ | * [ |~ [*[*|a[*|1[*[G2
GEAS | * [ * | * [ * [ * A1 [T ][AVI
GEA9 * * * * * A * * * G1
GEA10 | * [* [ [G [ * [ *[* |~ [~ |Gl
GEALS | * [ * [ *[G [ * | * [ *[* |Gt
GETTa | * | * [ = [ * [ * [ * | * [ =]~ [raAl
GET9d | * [* [« [* [ *[A[* |1 [T][AVI
GET13a | * [ * | * [ * [ * [A [ * |1 [T][AVI
GETI3f | * [ = |« [ [ * [ * [ = *[*[LAl
COA2 * * * * * A * * * G1
CoOAd |~ [ |~ a1 [*[cG2
COA5 * * * * * * * * * TA1
COA8 | * [ |~ [G || *[*|~*[*|G1
COAL2 [ * [ [« [* [ *[A[*]|T][T][AVI
COA13 | * [* [~ [*|*|Aal[*|*[*]ct
COAld | * [* [ *[G [ | * [ [t
COALs | * [ * [ * [ =~ [*[~**[~* 1Al
COAl7 | * [* [~ [*|*|Aal*|*[*]|ct
COAI8 | * [ * [ * [ * [ *[Ac]T [T ]AV3
COA19 | * [* [ * [ [~ [*[*[*[T]|1A2
COA20 | * [* [ *[*[*[A[*]|T1T[T][AVI

Legende: Ref. = Referenzsequenz, A = Adenin, G = Guanin, C = Cytosin, T' = Thymin * = stimmt mit der
Referenzsequenz tiberein

Das tiberlieferte Material weist eine héhere Diversitit gegeniiber dem rezenten Material auf.
Fir die Proben JAA29, COA4 und GET13 konnten die Ergebnisse beziiglich

Individuenanzahl (s. S. 107) bestitig werden.
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4.3 Nd5

4.3.1 Rezentes Material

Das Nd5-Fragment konnte in allen 43 rezenten Proben erfolgreich amplifiziert und typisiert
werden. Insgesamt konnte der Bereich zwischen Nukleotidposition 12499-12610 (111bp)

erfolgreich ausgewertet werden. Es konnten insgesamt zehn polymorphe Stellen detektiert

werden. Diese sind in Tabelle 48 aufgefiihrt.

Tabelle 48: Polymorphismen im amplifizierten Bereich des Nd5-Gens

12510
12516
12581
12584

Ref.
Lal
La2
Ta3
La4
La5
Ta6
La7
La8
1a9
La 10
Gua 1
Gua 2
Gua 3
Alpl
Alp2
Alp3
Alp4
Alp5
Alp6
Alp7
Alp8
Alp9
Alp10
Alpl1
Alp12
Alp13
Alpl4
Vicl
Vic2
Vic3
Vic4
Vich
Vic6
Vic7
Vic8
Vic9
Vic10
Vicll1
Vicl2
Vicl3
Vicl4
Vicl5
Vicl6
Legende: Ref. = Referenzsequenz, A = Adenin, G = Guanin, C = Cytosin, T = Thymin * = stimmt mit der
Referenzsequenz tiberein
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[ | || || [ [ [ [ [ [ [ [ [ ] 5] 5| =] == == = ] e] o] o] e e e ] e e L s
R R RN R E R R R R E
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> ||| === [ [ [ [ (== (=[] <] 2| 2| 1= == ] ] ] ] ] e e e e L o
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Die Mutter-Kind-Paare I.a3 und La5, La4 und La6 sowie Alp11 und Alp12, wiesen jeweils die
gleichen Polymorphismen auf.

Aus den Sequenzen ergab sich die Bestimmung von acht Haplotypen. Die Benennung
orientierte sich an der Mehrzahl phinotypischer Spezies, in denen diese typisiert werden
konnten. In Tabelle 49 sind die Haplotypen, ihre polymorphen stellen und ihr Vorkommen

gelistet.

Tabelle 49: Definition der Haplotypen und ihr Vorkommen

Haplotyp Polymorphismen Vorkommen

LA1 -/- 7L,3A
L1 516A 1L
LGl 581C 3L,1G
Gl 572T, 581C 2G
AV1 545T, 551A, 569T, 572T, 575A 5A,4V
AV2 524G, 545T, 551A, 569T, 572T,575A | 4 A, 11V
Al 581C, 584A 2 A

Vi1 510C, 545T, 551A, 569T, 572T, 575A 1V

Legende: Polymorphismen: T = Thymin, G = Guanin, A = Adenin, C = Cytosin. Vorkommen: L. = Lama, A =
Alpaka, G = Guanako, V = Vikunja

Anhand dieser Haplotypen wurde ein genetischer Stammbaum mit Hilfe der Software MEGA
und der Methode UPGMA bootstrap erstellt (Abb. 49). Die bootstrap-Werte lagen bei ~95%.

™
Nd5 A

LG1
Guanako

G1 > (Lama, Alpaka)

L1

LA1
V1

J\

AV Vikunja
>_ (Alpaka)

Av2

Camelus

Hippo

Abbildung 49: Stammbaum aufgrund der Sequenzvariabilitit im Nd5-Gen
Die genetische Distanz der gefundenen Haplotypen kann mit 0,032 angegeben werden. Eine

Unterteilung erfolgt in die Grof3gruppen Vikunja und Guanako.

4.3.2 Ubetliefertes Material

In insgesamt 28 Proben konnte das Fragment des Nd5-Gens amplifiziert werden, 25 davon

waren Knochen-Proben, drei textile Proben. Die Amplifikation war nur in Proben erfolgreich,
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die bereits im cytb- und COI-Gen typisiert werden konnten. In Abbildung 50 ist exemplarisch

der Amplifikationserfolg dargestellt.

2
=3

COAG
COAS8
COA9
COA10
COA16
COA18
COA19
COA21
GEA1
GEA5
GEAG
GEA7
GEA13
AOAS
MSA2
MSA29
MST3b
1kB

Abbildung 50: Amplifikationsprodukte auf einem Agarosegel der PCR Nd5 4

In allen Proben in denen das Produkt erfolgreich amplifiziert wurde, waren die Sequenzierung
sowie die Auswertung des 111 bp langen Fragmentes moglich. Die Probe GEA1 zeigte trotz
mehrfach erfolgreicher Amplifikation Sequenzen, deren Basen nicht eindeutig zuzuordnen
waren, und konnte nicht ausgewertet werden. In Abbildung 51 ist exemplarisch das

Elektropherogramm der Probe COA4 zu sehen.

wO0id. abi(L0:108) —

L
DG CAAGTAC AATAG T GTABEABG O TATT CC T TERTC CBATTTTACCCACTGATAGARAAC AAL KAGACCBLCCAGACACTTACGETATTTTAGRCCCAKTCACCACCAY

Abbildung 51: Elektropherogramm der Probe COA4

Es konnten insgesamt zehn polymorphe Stellen und acht Haplotypen festgestellt werden
(Tab. 50). Hierunter befanden sich drei Haplotypen, die nur in dem uberlieferten Material
nachgewiesen werden konnten. In der Probe GEA10 konnte eine Heteroplasmie an der
Position 12548 festgestellt werden. Diese wurde in allen Sequenzierungen (2 forward, 2. reverse)
gleichermallen festgestellt. Fiur die Proben COA4 und JAA29 konnten die Ergebnisse
beziiglich der Individuenanzahl bestitigt werden (s. S. 107).
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Tabelle 50: Polymorphismen und Haplotypen des tiberlieferten Materials fir das Nd5-Gen

£
< cQ n ~— [* N n ™~ — <t g
N [Sa) <t n O D~ >~ [ ] 0 '_d_‘
LN n n n LN LN n n n LN =
S S I O I I I I I I I O I 1 I
Ref. A |C |[C |G |C |C |G |C |T |G |LA1
JAA29a [+ [* [* ¥ [* [* [* [* [C |* [LGl
JAA29b [+ [* [* ¥ [* [* [* [* [C |[* [LGl
JAA29¢ [+ [* [* ¥ [* [* [* [* [C |* [LGl
MSA?2 * * * * * * * * * * LA1
MSA29 * * * * * * * * * * LA1
MSA30 * * * * * * * * * * LA1
MSA3L [* [* [* [* [*¥ [* [T [* [Cc [*¥ |Gl
MST13e |G |* |T |A [T [T [A |[* [* |[* [AV2
GEAG * * * * * * * * * * LA1
GEAS |G |* [T [A [T |T |A [* [* [ [AV2
GEAL0 [* |* [* |* [* [* [* [* [c |r [A1
GEA15 [* |* [* |* [* [* [* [* [c |[* [LGt
GET9d |* * * * * * * * * * 1.A1
GET 13f | * * * * * * * * * * 1.A1
COA2 * * * * * * * * * * 1.A1
COA4 * * * * * * * * * * 1.A1
COAdph [* [* [* [* [* [* [* [* [c |* [1G1
COA5 * * * * * * * T |[* * 12
COAG6 * * * * * * * * * * 1.A1
COAS * * * * * * * * C |* 1.G1
COA9 * * * * * * * * * * 1.A1
COALl |[* [* [* [* [* [ [* ¥ [c |* |Gt
COAL2 |G [* [T [A [T [T [A [* [* |A [AV3
COA13 |* * * * * * * * * * 1.A1
COAl4 [* [T [* [* [* [* [* [* [c |* |13
COAL5 [* |* [* | [* [* [* [* [c |* |Gt
COAI8 |G [* [T [A [T [T [A [* [* |* |aw2
COALY |* [* [* [* [* [* [* ¥ [c |* |Gl
COA20 |G [* [T [A [T [T [A [* [* |* |aw2
COA21 * * * * * * * * * * LA1
coA2s [* [* [* |* [* |* [* |* [c |* |Gt

Legende: Ref. = Referenzsequenz, R = A oder G, A = Adenin, G = Guanin, C = Cytosin, T = Thymin * =
stimmt mit der Referenzsequenz tiberein

Beziiglich der Nukleotid-Diversitit zeigte sich kein Unterschied zwischen rezentem und
Ubetliefertem Material. Beziiglich der Anzahl gefundener Haplotypen (8/28 gegentiber 8/43)

zeigen sich die tiberlieferten Proben, gemessen an der Stichprobe, jedoch diverser.

4.4 12stRNA-Gen

4.4.1 Rezentes Material
Die Amplifikation und die Analyse mit dem Hyb-Probe-System konnte nur in 26 der 43
rezenten Proben erfolgreich durchgefiihrt werden. Auch nach Erhohen des DNA-Einsatzes

und Optimierungsversuchen der Reaktionsparameter, konnte keine Steigerung des

Amplifikationserfolges erreicht werden.
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Die SNPs der Proben, die im Sondensysteme Ergebnisse erbrachten, sind in Tabelle 51

dargestellt.

Tabelle 51: Detektierte SNPs im 12stRNA-Gen

np 189 [ np 193 | np 247 | Spezies
Tal |A C A Lama
Ta2 |A C A Lama
Ia3 |A C A Lama
la4 |A C A Lama
Ia5 |A C A Lama
Ta6 |A C A Lama
Gua2|A T A Guanako
Alp2 | A T G Alpaka
Alp3 | A T G Alpaka
Alp4 | A T G Alpaka
Alp5 | A T G Alpaka
Alp6 |G T G Vikunja
Alp7 | A C A Lama
Alp8 |G T G Vikunja
Alp9 | A C A Lama
Alp10 | A C A Lama
Alp11 | A C A Lama
Alp12 | A C A Lama
Vic2 |G T G Vikunja
Vic3 |G T G Vikunja
Vic4 |G T G Vikunja
Vic5 |G T G Vikunja
Vic6 |G T G Vikunja
Vic7 |G T G Vikunja
Vie8 |G T G Vikunja
Vicd |G T G Vikunja

Legende: np = Nukleotidposition, A = Adenin, G = Guanin, C = Cytosin, T = Thymin

Lamas, Guanakos und Vikunjas konnten sicher als solche bestimmt werden. Vier der elf
Alpakas konnten als solche bestimmt werden. Dies entspricht einer Bestimmungsrate fur

Alpakas von nur 36 %.

4.4.2 Ubetliefertes Material

Trotz des schlechten Typisierungserfolges in rezentem Material, fand einmalig eine
Amplifikation in Extrakten des tbetrlieferten Materials statt. In elf Proben konnte das Produkt,
unter dem Einsatz von 10 ul DNA-Extrakt, amplifiziert werden.

Die Cp-Werte (Wert an dem die Fluoreszenz des amplifizierten Produktes erstmalig
signifikant ansteigt) lagen zwischen 29 (COA17) und 40 (COAZ2), der Cp-Wert der rezenten
Probe La6, von der lediglich 1ul DNA Extrakt eingesetzt wurde, betrug 24 (s. Abb. 52). Der
Cp-Wert kann als Mal3 fiir den DNA-Gehalt gesehen werden, so dass davon auszugehen ist,
dass in den Proben des tberlieferten Materials eine geringe Anzahl Zielsequenzen vorlag. Die

Sonde, welche die Polymorphismen 189 und 193 detektiert, fiel vollstindig aus. Die Sonde zur
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Detektion des Polymorphismus 247 erbrachte auswertbare Ergebnisse. In Abbildung 52 ist

exemplarisch das Schmelzprofil der Proben dargestellt.

Amplification Curves

Melting Peaks

COA9 cpd0,3
0043 COAG :936,37"-‘_ ‘ 0.464
‘ 0.414
0.384-
0314
0.284-
0214
0.164-
0114
0.064
0.0144
0.036

-(d/dT) Fluorescence (670)

40 45 50 55 60 65 70
Cycles ‘lmﬂl‘ ature l‘t'

Abbildung 52: Amplifikationskurve (li.) uns Schmelzkurve (re.) der Analyse des 12stRNA-Gens in Giberliefertem
Material

Die Schmezltemperatur der Proben betrug immer 50°C, ebenso wie in der mitgefithrten
Kontrollprobe La6, so dass von der Ausprigung der Base Adenin an der Position 247
auszugehen ist. Da diese nur in phanotypischen Lamas und Guanakos vertreten ist und diese
allein durch die Position 193 unterschieden werden koénnen (s. Kap. 3.4.4), wurde fir die
Proben eine Amplifikation des Fragmentes mit einer konventionellen PCR durchgefiihrt und
anschlieBend ein Restriktionsverdau mit dem Enzym Sfcl durchgefiihrt.

In Abbildung 53 ist die Uberpriifung des Amplifikationserfolges und des enzymatischen

Verdaus auf einem Agarosegel dargestellt.

MSA29
COAG6
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COA9
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Abbildung 53: links: Uberpriifung des Amplifikationserfolg; rechts: Uberpriifung des Restriktionsverdaus

Fir die Probe COA2, die in der PCR auf dem LightCycler den schlechtesten Cp-Wert
aufwies, konnte in der konventionellen PCR kein Produkt amplifiziert werden. Bei dem
Restriktions- Verdau zeigten nur die Proben COA17 und GEAG das geschnittene Produkt (s.
Abb. 53) und sind damit als Guanakos anzusprechen. Die Produkte der Proben MSAZ2,
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MSA29, COA6, COAS8, COA9, COA19, COA21, GEA6 und GEA7 wurden nicht
geschnitten (s. Abb. 53) und sind damit als Lamas zu bestimmen. In beiden Fillen wire auch

die Spezies Alpaka moglich (sieche Kap. 3.4.4 und 4.4.1).

4.5 Mikrosatelliten

4.5.1 Rezentes Material

In allen 43 Proben konnte autosomale DNA amplifiziert werden. Die Amplifikation aller
Proben wurde viermal, aus zwei unterschiedlichen Extrakten, durchgefiihrt. In Abbildung 54
sind exemplarisch die Elektropherogramme und die typisierten Allele der Proben Alp2 und
La3 dargestellt.
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Abbildung 54: Elektropherogramme der Proben Alp2 (oben) und 1.a3 (unten)

Die Systeme VOLP10, LgU52, VOLP03 und LgUG68 wiesen zwar Stotter-Peaks auf, jedoch
war hier immer eine sichere Zuordnung der Allele moglich. Im System LCAGG stieg die Rate
des Stotterns mit zunehmender Allellinge. Der Marker VOLPG67 stellte sich trotz kleiner
Fragmentlinge, als stark stotternd heraus. In beiden Systemen war jedoch eine Zuordnung der
Allele méglich, da hier zwar Vor-Stotterer angetroffen wurden, aber nie Nach-Stotterer, so
dass zum Beispiel der hintere Peak im Marker VOLP67 der Probe I.a3 als Allel 15
angesprochen werden konnte. Die sicher typisierten Allele der einzelnen Proben sind in

Tabelle 52 gelistet, die Ergebnisse der Einzeltypisierungen sind im Appendix aufgefiihrt.
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Tabelle 52: Typisierungsergebnisse mit der Lamaplex an rezentem Material

VOLP10 LgU52 VOLPO03 LCAG6 VOLP67 LeU68
Lal 7/7 9/9 20/22 -/- -/- 13/13
La2 7/7 8/8 20/20 13/13 11/12 11/13
La3 7/7 8/9 20/20 13/13 14/15 13/14
La4 7/7 8/9 20/20 13/15 11/16 13/20
La5 7/7 8/8 20/20 -/- -/- -/-
La6 7/7 8/10 20/21 11/13 12/16 11/13
La7 7/7 8/10i30 21/21 12/13 12/16 13/20
La8 7/7 8/8 22/22 15/15 -/- 13/13
La9 6/7 8/10i30 20/20 13/13 10/10 22/22
LalO 7/7 8/9 -/- -/- -/- 17/17
Alp1 7/7 8/10 8/23 14/14 16/16 13/20
Alp2 7/7 10i30/10i30 8/8 13/22 13/13 13/13
Alp3 7/7 10i30/10i30 -/- -/- -/- 13/13
Alp4 7/7 10/10 23/23 14/14 17/17 13/20
Alp5 7/7 8/8 8/21 12/22 17/17 13/20
Alp6 7/7 8/9 19/20 13/13 17/17 18/22
Alp7 7/7 8/8 21/21 11/16 13/13 18/22
Alp8 7/7 8/9 21/22 12/16 13/13 18/22
Alp9 7/7 8/9 23/23 11/11 13/13 13/13
Alp10 7/7 8/10i30 21/22 11/16 12/12 13/21
Alpl1 6/7 8/10i30 20/21 13/19 -/- 13/13
Alp12 7/7 8/10i30 20/21 13/15 -/- 13/16
Alp13 9/9 8/9 24/24 14/14 -/- 13/16
Alpl4 7/7 -/- -/- 11/14 -/- -/-
Gual 7/7 8/11 21/21 27/27 7/7 10/13
Gua2 7/7 8/11 21/21 15/15 -/- 10/13
Gua3 7/8 8/8 21/24 22/27 -/- 13/13
Vicl 7/7 5/10 22/22 11/12 14/19 14/15
Vic2 7/7 5/10 22/22 11/12 12/19 15/15
Vic3 7/7 10/10 19/22 11/12 -/- 15/15
Vic4 7/7 7/10 19/22 11/12 13/19 15/15
Vic5 7/7 5/10 19/22 11/12 -/- 15/15
Vic6 7/7 5/10 19/22 11/12 -/- 15/18
Vic7 7/7 5/10 19/22 11/12 -/- 15/18
Vic8 7/7 5/10 21/21 11/11 -/- 15/15
Vic9 7/7 5/7 19/22 22/22 19/19 15/15
Vic10 7/7 5/7 19/22 12/14 -/- 14/15
Vicll 7/7 -/- -/- -/- -/- 15/15
Vicl2 7/7 5/5 22/22 12/12 -/- 15/18
Vicl3 7/7 5/10 22/22 12/12 -/- 14/15
Vicl4 7/7 5/5 21/21 12/12 -/- 14/15
Vicl5 7/7 5/5 21/22 12/12 -/- 15/15
Vicl6 7/7 5/10 22/22 12/12 -/- 15/15

Legende: -/- = konnte nicht typisiert werden

Die Mutter-Kind-Paare La3 und La5, La4 und La6 sowie Alp11 und Alp12, teilen sich pro

System mindestens jeweils ein Allel.

Finf der typisierten Proben wiesen nur Teilprofile auf, 23 der Proben erbrachten fir den
Marker VOLP67 keine Ergebnisse. Im Marker VOLP10 konnten nur vier Allele bestimmt
werden. Das Allel 7 war hierbei das hiufigste. Als speziesspezifische Allele konnen das Allel 5
im Marker LLgU52 in Vikunjas und das Allel 8 im Marker VOLPO3 in Alpakas angesprochen

werden. Das Allel 10i30 im Marker L.gU52 kommt nur in den domestizierten Spezies vor.
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4.5.2 Ubetliefertes Material

Fir 32 Proben konnte ein Amplifikationserfolg erzielt werden. Alle positiven Amplikons
entstammen Extrakten aus Knochen und Zihnen. In Abbildung 55 ist die Uberpriifung des

Amplifikationserfolges auf einem Agarosegel dargestellt.
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Abbildung 55: Uberpriifung des Amplifikationserfolges der PCR AncientMulti4 auf einem Agarosegel
Die Fragmentlingenanalyse zeigte fur alle Proben nur Teilprofile. Reproduziert typisiert
werden konnten nur einzelne Allele in insgesamt fiinf Proben. Diese fiinf Proben sind in
Tabelle 53 dargestellt. Neben den reproduzierten Allelen (ohne Klammer), sind fiir diese
Proben auch die nicht reproduzierten Allele (mit Klammer) aufgefthrt (Tab. 53). Proben, fur

die nicht reproduzierte Teilprofile auftraten, sind im Appendix aufgefiihrt.

Tabelle 53: Teilprofile die sich aus der Multiplex fiir Giberliefertes Material typisieren lieBen

VOLP10 LoU52 VOLP03 LCAGG VOLPG67 LoUGS
MSA29 2)/7 8)/- 20/ /- (16)/- (11/19)
GEAG 4)/7 8/- (19/9) /- 6/11) /-
COAG 7/ @/9 /- (6/8) (16)/-
COAS 7/ 8/9) (20)/- (19)/- 6/9) /-
COA13 ?3)/7 (/7/8) (19)/- /- 6/ -/-

Legende: -/- = konnte nicht bestimmt werden, () = konnte nicht reproduziert werden

Es konnten nur in den Systemen VOLP10 und LgU52 Allele reproduziert werden. Die
Fragmentlingen liegen zwischen 116-120bp fur VOLP10, und 128-160bp fur LgU52. In
LgU52 sind jedoch nur solche Allele realisiert die unter einer Fragmentlinge von 140bp liegen.
Im gleichen Langenbereich wie LgU52 liegen auch VOLP03 und VOLPG67, fir die
Teilergebnisse erzielt wurden. Die langen Systeme LCAG66 und LgUG68 fielen dagegen komplett
oder fast komplett aus. Es ist also davon auszugehen, dass in den Extrakten des tberlieferten
Materials sehr wenig chromosomale DNA, die stark degradiert vorliegt, enthalten ist. Die
angetroffenen Allele sind denen des rezenten Materials dhnlich. Besonders das sehr hiufige
Allel 7 im Marker VOLP10 tritt hier ebenfalls auf.

Aufgrund der geringen Datenlage wurden die Ergebnisse nicht weiter ausgewertet.
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4.6 Identifikation des Phinotyps

In 27 der 43 rezenten Proben konnte das Fragment des TYRP1-Gens und in 15 Proben das
Fragment des ASIP-Gens amplifiziert werden. In Abbildung 56 ist exemplarisch die
Uberpriifung des Amplifikationserfolges fiir das Fragment ASIP dargestellt.

Abbildung 56: Uberpriifung des Amplifikationserfolges der PCR ASIP4 (links) und TYRP4 (rechts)

In beiden Amplifikationen traten, trotz angepasster Anneal-Temperaturen in der PCR, starke
Nebenprodukte auf. Diese waren in TYRP1 deutlich schwicher und beeinflussten die weitere
Analyse nicht. In den Folgeanalysen der ASIP-Amplifikationen storten diese Nebenprodukte
erheblich und es wurden nur solche Produkte weiter bearbeitet, die wenig, oder keine
Nebenprodukte zeigten.

Fir zwolf der 43 rezenten Proben war die SNP-Analyse fiir die Marker ASIP und TYRP1
moglich. In 15 der 43 Proben konnten nur der SNP im Gen TYRPI, in drei Proben nur der
SNP im Gen ASIP bestimmt werden. In Abbildung 57 sind exemplarisch
Elektropherogramme der SNP-Typisierung dargestellt. Da die SBE-Primer auf dem
komplementiren unteren Strang der DNA liegen, sind die angezeigten Basen komplementir

zu Ubersetzen (s. Abb. 57).
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Abbildung 57: Elektropherogramme der SNP-Typisierung der Proben Alp11 (nur TYRP!), Vic5 und 1.a3
(TYRP1 und ASIP). Legende: rot = Tyrosin, schwarz = Cytosin, griin = Adenin, blau = Guanin, orange = LIZ-
Standard
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Im Elektropherogramm zeigte sich fir den untersuchten SNP des ASIP-Gens immer ein
unspezifisches Produkt bei der Linge 25 bp. Dies konnte jedoch aufgrund seiner
Peakmorphologie immer als Artefakt angesprochen werden.

In Tabelle 54 sind die typisierten SNP-Ausprigungen der rezenten Proben sowie ihre

Fellfarbe notiert.

Tabelle 54: Typisierte SNPs in den Genen TYRP1 und ASIP

TYRP1 | ASIP | phinot. Spezies Fellfarbe

Tal -/- A/A TLama weil}

TLa3 A/A A/A TLama weil}

TLa4 A/A -/- Tama hellbraun

La6 A/A -/- Tama weil}

Ta7 A/A -/- Tama rotbraun

Alp2 G/G A/A Alpaka rotbraun

Alp3 -/- A/A Alpaka rotbraun

Alp4 G/G A/A Alpaka rotbraun

Alp6 | G/G | A/A Alpaka dunkelbraun
Alp7 G/A -/- Alpaka graubraun
Alp8 G/G -/- Alpaka hellbraun
Alp10 G/A -/- Alpaka graubraun
Alpl1 G/A -/- Alpaka graubraun
Alp12 -/- A/A Alpaka schwarz
Alp13 | G/G -/- Alpaka rotbraun
Gual A/A A/A Guanako hellrotbraun beige
Gua2 A/A -/- Guanako hellrotbraun beige
Gua3 A/A -/- Guanako hellrotbraun beige
Vicl G/G -/- Vikunja hellrotbraun beige
Vic2 G/G -/- Vikunja hellrotbraun beige
Vic3 G/G | A/A Vikunja hellrotbraun beige
Vic4 | G/G | T/A Vikunja hellrotbraun beige
Vic5 G/G | T/A Vikunja hellrotbraun beige
Vic6 G/G -/- Vikunja hellrotbraun beige
Vic7 G/G -/- Vikunja hellrotbraun beige
Vic8 G/G | T/A Vikunja hellrotbraun beige
Vicl0 | G/G | A/A Vikunja hellrotbraun beige
Vicl2 | G/G | A/A Vikunja hellrotbraun beige

Legende: G = Guanin, A = Adenin, T = Thymin, -/- = nicht typisiert

Der Marker TYRP1 ldsst sich nicht direkt mit der Fellfarbe assoziieren, kénnte jedoch auf die
Ausprigung von Piebaldie hindeuten, da in Guanakos, die in der Regel ein schwarzes Gesicht
haben, ein A realisiert. In Vikunjas, die eine beige Fellfirbung im Gesicht aufweisen, ist dieser
Polymorphismus nicht anzutreffen. Der untersuchte SNP im Gen ASIP scheint nicht mit der
Fellfarbe zu korrelieren, da in Tieren gleicher Farbe unterschiedliche Basen realisiert sein
konnen. Seine Assoziation mit einer anderen Funktion ist jedoch nicht ausgeschlossen.

Eine Amplifikation von den Fragmenten in dem tberlieferten Material war nicht méglich, hier

zeigten sich lediglich unspezifische Produkte.
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5 Auswertung und Beurteilung des Erhaltungszustandes der DNA des tiberlieferten

Probenmaterials

Die folgenden Ableitungen erfolgten unter Betrachtung der FErgebnisse der Analysen
mitochondrialer DNA.

Den besten Untersuchungserfolg erbrachte der Fundort Chillo, von dem insgesamt 76 % der
Proben typisiert werden konnten. Fiir den Fundort Montegrande konnten 50 % der Knochen-
und Zahn-Proben sowie 28 % der Textilien typisiert werden. Fir LLos Molinos konnten 8 %
der Knochen- und Zahn-Proben und 15 % der Textilien typisiert werden. Fur Jauranga
konnten 9 % und fur Pernil Alto 10 % der Proben typisiert werden. Insgesamt lag der
Typisierungserfolg bei 18 %, in Knochen und Zahn-Proben bei 22 % und in Textilien bei
19%. In Abbildung 58 sind die Typisierungserfolge fiir die einzelnen Fundorte angegeben.
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Abbildung 58: Typisierungserfolg nach Fundorten. Legende: P = Pernil Alto, ] = Jauranga, LM = Los Molinos,
M = Montegrande, C = Chillo, K = Knochen und Zihne, T = Textilien, n = Stichprobengréf3e

Die Liegebedingung Feuchtboden war sowohl fiir den Fundort Jauranga, als auch fir Chillo,
gegeben. Die Trockenbodenlagerung war fur die Fundorte Pernil Alto, Los Molinos und
Montegrande gegeben. Die Proben aus Montegrande lagen tiber mehrere Wochen hinweg an
der Oberfliche, was an einer deutlichen Bleiche der Proben erkennbar war. Die Extrakte der

Fundorte entstammten alle vergleichbaren Skelettelementen.
Um einen Vorstellung tiber die DNA-Erhaltung, bezogen auf das beprobte Skelettelement

und einem eventuellen Zusammenhange zum Fundort zu erhalten, wurden diese in Abbildung

59 graphisch dargestellt.
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Abbildung 59: Typisierungserfolg beztglich des beprobten Skelettelements. Legende: P = Pernil Alto, | =
Jauranga, LM = Los Molinos, M = Montegrande, C = Chillo

Den besten Erhalt der DNA wiesen Molaren auf, Epiphysen und Vertebrae zeigten sich
ebenfalls als geeignete DNA-Quelle. Jedoch gelang es auch aus dem Calcaneus oder Patellae
DNA zu gewinnen. Fir die Fundorte Jauranga, Los Molinos und Chillo waren alle
aufgefiihrten Skelettelemente in der Stichprobe vertreten. Die Fundorte mit der
Liegebedingung Feuchtboden (Jauranga und Chillo) unterscheiden sich bezlglich auf die
typisierbaren Skelettelemente. In Jauranga konnten nur Zihne und Partes petrosae typisiert
werden, in Chillo zeigten Vertebrae den besten Typisierungserfolg. Demzufolge kann kein
Zusammenhang zwischen Liegebedingungen und DNA-Erhaltung in den Skelettelementen

festgestellt werden.

Gemessen an der gesamten Stichprobe zeigen Incisivi die beste DNA- Erhaltung (s. Abb. 60).
Epiphysen und Vertebrae zeigten eine gute Erhaltung der DNA. Molaren haben gegeniiber
Incisivi eine schlechtere DNA-Erhaltung. DNA aus Partes petrosae erwies sich in der
vorliegenden Arbeit als weniger gut analysierbar. Phalangen und Patellae zeigten die
schlechteste DNA-Erhaltung. Der einzige Calcaneus der Stichprobe zeigte eine gute DNA-
Erhaltung. Diese Ergebnisse entsprechen im Wesentlichen den Beobachtungen an
menschlichen Knochen (s. z.B. Kleindorp 2006). Die schlechtere DNA-Erhaltung in Molaren
kann auf die Proben selbst zuriickgefiihrt werden. Diese lagen meist nicht intakt oder
integriert in Mandibulae oder Maxillae vor, sondern waren meist zerbrochen. Die Incisivi

dagegen waren iiberwiegend intakt.
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Abbildung 60: Skelettelemente die typisietbar waren im Verhiltnis zur gesamten Stichprobe; Legende: n=
StichprobengréBie

Fir die Textilien konnte festgestellt werden, dass 50 % der typisierbaren DNA Extrakten aus
Fasern mit roter Farbung entstammten, je 14 % entfallen auf blaue und schwarze Fasern, und

je 7 % auf grine, gelbe und braune Fasern. Gemessen an der Gesamtanzahl beprobter Fasern

ergibt sich folgendes Bild (Abb. 61).
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Abbildung 61: Typisierungserfolg in Textilien gemessen an der Gesamtanzahl beprobter Fasern (sortiert nach
Farben)

Die DNA-Erhaltung in blauen Fasern stellte sich insgesamt als am Besten heraus, gefolgt von
schwarzen und roten Fasern (s. Abb. 61). In Extrakten von gelben und griinen Fasern war der
Typisierungserfolg am Geringsten. Es kann eine Abhingigkeit zur Farbe der Textilien
festgestellt werden. Ein Zusammenhang zur Verarbeitungstechnik, wie z.B. geflochtenen

gegeniiber gewebten Textilien war nicht feststellbar.
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Die Typisierbarkeit, in Abhdngigkeit zur Linge des typisierten Fragmentes, wurde ebenfalls
betrachtet. Fir jede zu typisierende Probe wurde die Linge der erfolgreich amplifizierten

Produkte einzeln betrachtet.

Tabelle 55: Typisierungserfolg der historischen Proben im Bezug auf die Linge des zu amplifizierenden Systems
12stRNA

cytb 2 | -Gen cytb 3 | cythb 5 | cytb 6 | Nd5-Gen | cytb 4 | COI

276bp | 229bp 198bp | 163bp | 151bp | 135bp 131bp | 121bp

Fundort Probe
Pernil Alto | AOAS
Jauranga JAA29a
JAA29b
JAA29c
Los Molinos | MSA2
MSA29
MSA30
MSA31
Montegrande | GEA1
GEA5
GEAG
GEA7
GEAS
GEA9
GEA10
GEA13
GEA15
Chillo COA2
COA4
COA4PH
COA5
COAG
COA7
COAS8
COA9
COA11
COA12
COA13
COA14
COA15
COA17
COA18
COA19
COA20
COA21
COA25
Los Molinos | MST3b
MST5c¢
MST7a
MST9c
MST11a
NST13e
MST24a
Montegrande | GET1a
GET7a
GETY
GET10f
GET13a
GET13e
GET13f
Legende: rot = kein Typisierungserfolg, griin = Typisierungserfolg, gelb = Fragment wurde nicht typisiert
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In den Textilien konnten Fragmente unterhalb von 200 bp typisiert werden. Es konnte kein
Zusammenhang zwischen Fundort und Linge der zu amplifizierenden Fragmente hergestellt
werden (s. Tab. 55).

Es konnten iberwiegend Fragmente unter 163bp amplifiziert werden (s. Tab. 55 und Abb.
62). In fast allen Proben war der Amplifikationserfolg fur das Fragment cytb 5 (163 bp)
besser, als der des kiirzeren Fragmentes des Nd5-Gens (135 bp). Der beste
Amplifikationserfolg in Knochen- und Zahn-Proben konnte fiir die 131 bp langen Fragmente
des cytb erzielt werden. In Textilien war die Amplifikation des 121 bp langen Fragmentes des

COI-Gens am Erfolgreichsten.
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Abbildung 62: Darstellung des Amplifikationserfolges in Abhingigkeit zur Fragmentlinge

Der Degradierungsgrad der untersuchten DNA ist also als sehr hoch zu betrachteten. Dieser
scheint innerhalb des mitochondrialen Genoms unterschiedlich stark ausgeprigt zu sein, da
z.B. das Gen Nd5 schlechter zu amplifizieren war als das Fragment cytb-5, obwohl dieses

Fragment 28 Basenpaare linger war.
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6 Auswertung zur Speziesidentifikation

Die Detektion von Polymorphismen, die eine sichere Speziesidentifikation erlauben, war nicht
moglich. Selbst im 12stRNA-Gen, das zumindest die Unterscheidung von drei Spezies erlaubt,
konnten auch immer Tiere der Spezies Alpaka falsch bestimmt werden. Um fiir das
tberlieferte Material trotzdem eine genotypische Bestimmung der Spezies zu ermdglichen,
wurden die Haplotypen der untersuchten mitochondrialen Systeme in Gesamtheit betrachtet
und aus ihnen eine Konsensus-Spezies bestimmt.

In Abbildung 63 sind die vorkommenden Haplotypen der phinotypischen Spezies

zusammengefasst dargestellt.
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Abbildung 63: Vorkommende Haplotypen in phinotypischen Spezies. Legende: . = Lama, G = Guanako, A =
Alpaka, V = Vikunja. Fatbcode der geteilten Haplotypen: hellgtiin = L/V, braun = L/A, orange= L/G, magenta
=L/A/G, Zyan = A/V/L, rot = A/V. Farbcode der einzigartigen Haplotypen: dunkelblau = V, dunkelgriin =
G, grau =L, lila= A
Jede Spezies weist neben einzigartige Haplotypen auch geteilte Haplotypen auf. Weist ein
Individuum z.B. den Haplotyp G8 im Gesamt-Fragment des cytb-Gens auf, so ist dieses
eindeutig als Guanako anzusprechen, da dieser nur in Guanakos vertreten ist. Weist ein
Individuum z.B. den Haplotyp LLV1 im hinteren Fragment des cytb-Gens, der in Lamas und
Vikunjas realisiert sein kann, auf und im Nd5-Gen den Haplotyp AV1, der in Alpakas und
Vikunjas vertreten sein kann, so ist dieses Individuum eindeutig als Vikunja anzusprechen, da
nur hier eine solche Kombination auftreten kann. In allen rezenten Tieren sowie fir die

Referenzdaten aus der Datenbank NCBI (s. Kap. 3.1) wurden auf diese Weise genotypische

Spezies bestimmt.
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In Tabelle 56 sind die sich ergebenden genotypischen Spezies des rezenten Probenmaterials

ithren phinotypischen Spezies gegeniibergestellt

Tabelle 56: Gegentberstellung phinotypischer und genotypischer Spezies

Probe phin. gen. Probe phin. gen. Probe phin. gen.
Spezies Spezies Spezies Spezies Spezies Spezies

Lal L L Alp3 A A Vic4 Vv 4
La2 L L Alp4 A N Vic5 Vv Vv
La3 L L Alp5 A Y Vic6 Y Y
La4 L L Alp6 A A Vic7 v v
La5 L L Alp7 A L Vic8 Vv Vv
La6 L L Alp8 A A Vic9 Y Y
La7 L L Alp9 A LA Vic10 v v
La8 L L Alp10 A LA Vicl1 v A
La9 L L Alpll A L Vicl2 v A
Lal0 L L Alp12 A L Vicl3 v A
Gual G L Alp13 A v Vicl4 v v
Gua2 G G Alpl4 A A Vicl5 4 4
Gua3 G G Vicl N N Vicl6 v Vv
Alpl A A Vic2 Y v

Alp2 A A Vic3 v v

Legende: .= LLama, G= Guanako, A= Alpaka, V= Vikunja

In Betrachtung der in Tabelle 56 dargestellten Daten sowie den Referenzdaten ergeben sich
fir die angewandte Methodik folgende Bestimmungswahrscheinlichkeiten. Fur die Mehrzahl
der Proben stimmen die Ergebnisse tiberein (70 %), eine Differenz zwischen den Spezies gibt
es in 30 % der untersuchten Tiere, rund 60 % davon entfallen auf Alpakas. Zwei der Alpakas
lassen sich genotypisch als Hybride ansprechen, da sie nicht eindeutig der Gruppe Lama oder
Alpaka angehoren. In Guanakos ergibt sich eine sichere Bestimmung von 85 %. Eine sichere
Bestimmung von Alpakas (in 44 % der Tiere) ist nur mdéglich, wenn sie einen Haplotypen
aufweisen, der nur bei ihnen vorkommt oder wenn in ihnen eine Zusammensetzung aus
geteilten Haplotypen unterschiedlicher Spezies auftritt. Vikunjas kénnen zu 78 % und Lamas

zu 83 % sicher bestimmt werden.
Die oben beschriebene Methode wurde auf die Ergebnisse des tberlieferten Materials

angewendet. In Abbildung 64 sind die so gewonnene Angaben iiber mogliche Spezies des

tberlieferten Materials dargestellt. Die Haplotypen sind farblich wie in Abbildung 63 markiert.
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Abbildung 64: Speziesidentifikation an tiberliefertem Material
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Abbildung 64: Speziesidentifikation an iiberliefertem Material, Fortsetzung
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Abbildung 64: Speziesidentifikation an Gberliefertem Material, Fortsetzung

Anhand der so gewonnenen Daten wurden die Anteile der einzelnen Spezies in dem
Gberlieferten Material bestimmt. Fir Knochen- und Zahnproben, konnten iberwiegend
Lamas (52 %) und Guanakos (31 %) ermittelt werden. Die restlichen 17 % entfallen auf
Alpakas, Vikunjas und Proben fiir die keine genaue Speziesbestimmung méglich war (s. Abb.
05).

Knochen/Z&hne n=36

W Lama
M Alpaka
Vikunja
¥ Guanako
M Vikunja/Alpaka
Guanako/Alpaka
M Lama/Alpaka

31%

Abbildung 65: Speziesdistribution in Knochen- und Zahn-Proben

Fir Textilien konnten Uberwiegend die Spezies Vikunja (51 %) und der Mischtyp
Vikunja/Alpaka bestimmt werden (s. Abb. 60).

Textilien n=14

0% 79

W Lama
M Alpaka
Vikunja
M Guanako
M Vikunja/Alpaka
Guanako/Alpaka
M Lama/Alpaka

21%

Abbildung 66: Speziesdistribution in textilen Proben
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Um Aussagen tber die Nutzung von Camelidae in der Nasca-Zeit und einer moglichen
Intensivierung zu untersuchen, werden die Speziesdistributionen in dem Probenmaterial der
einzelnen Fundorte verglichen. In Abbildung 67 ist die Verteilung der Spezies der einzelnen
Fundorte als prozentualer Wert, bezogen auf die Gesamtanzahl der bestimmten Proben des

Fundortes, dargestellt.

Spit Paracas Fruh bis Mittel Nasca Spit Nasca LIP
100%
90%
80% A
70% A
Lama
60% M Alpaka
Vikunja
50% A Guanako
M Vikunja/Alpaka
40% + Guanako/Alpaka
M Lama/Alpaka
30% + ]
20% + — —
10% | |
el B 11

Pn=1 Jn=3 LM K LM T LMges MKn= MTn=7 Mges Cn=19
n=4 n=7 n=11 9 n=16

Abbildung 67: Anteile der Spezies an den jeweiligen Fundorten. Legende: P = Pernil Alto, ] = Jauranga, LM =
Los Molinos, M = Montegrande, C = Chillo, K = Knochen und Zihne, T = Textilien

Fir den Fundort Pernil Alto und Jauranga ist die Stichprobenzahl sehr niedrig, es kommen
hier nur Lamas vor. Fiir den Fundort Los Molinos konnte in den Knochen- und Zahn-Proben
neben Lamas auch ein Guanako ausgemacht werden. Fir Montegrande wurden im Knochen-
und Zahn-Material Lamas, Guanakos sowie zwei Mischformen gefunden. In Chillo waren alle
vier Spezies vertreten, sowie zwei Mischformen.

Fir textiles Material konnte eine gleichgrof3e Anzahl Proben typisiert werden. Die Textilien
aus Los Molinos scheinen nur aus Wolle der Wildtypen Vikunja und Guanako gefertigt zu
sein. Die Proben aus Montegrande weisen beztiglich ihrer Speziesdistribution eine hohere
Variabilitit auf. Hier sind neben Vikunjas auch Alpakas und Alpaka-Mischtypen anzutreffen,
die Textilien wurden also auch aus Wolle einer domestizierten Spezies angefertigt.

Der Fundort Chillo weist eine Speziesvariabilitit auf, die der des gesamten Probenmaterials,
also Knochen- und Zahn-Proben sowie Textilien, aus Montegrande ahnelt. Fur den Fundort
Chillo kann also belegt werden, dass Vikunjas und Alpakas importiert wurden, am Fundort
Montegrande jedoch wurde nur deren Wolle importiert. Ein Anstieg der Speziesvariabilitit

uber die Zeit ist also am Skelettmaterial zu beobachten.
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7 Populationsgenetische Auswertung

Im Folgenden werden die gefundenen genetischen Zusammensetzungen hinsichtlich ihrer
Diversitit betrachtet und eine Zusammenfithrung der in rezentem und tGberliefertem Material
gefundenen Haplotypen erfolgt. Diese sollen der Erfassung der genetischen Variabilitit sowie
mogliche Verinderungen dieser dienen. Die AMOVA und die Bestimmung der Diversititen
erfolgten mit Hilfe der Software Arlequin©Excofﬁer 1998-2007, MEGA Software Version 4.0.
und DnaSP4.10. Die Erstellung der Minimal Spanning Netzwerke erfolgte mit Hilfe der
Software Geneious (Biomatters), unter den Bedingungen UPGMA boofstrap und der Distanz-
Berechnung nach Nei (s. Kap. 2.3).

7.1 AMOVA und Diversititen der gefundenen Haplotypen in rezenten Material

Cytochrom b-Gen

Die Diversititen (nucleotide diversity) der phanotypischen Spezies sind am Grof3ten innerhalb der
Alpakas (0,0306), gefolgt von den Lamas (0,030). Guanakos haben einen Diversititswert von
0,014 und Vikunjas von 0,010. Hieraus ergibt sich ein Gesamt-Wert der genetischen Distanz
von 0,025 (MEGA) bis 0,035 (Geneious).

Die per AMOVA berechneten @ -Werte (Index der Fixierung) zeigen eine Abgrenzung der
Populationen Vikunja und Guanako (0,819). Vikunjas und Lamas zeigen ebenfalls eine
Abgrenzung (0,788). Die Werte der Bezichungen der einzelnen Populationen liegen ansonsten
zwischen 0,4 und 0,6. Alle weisen einen Wert fir N (numbers of migrations) von kleiner als 1

auf, dies deutet auf ein geringes Mal3 an Migrationen zwischen den Populationen hin. In

Tabelle 57 sind die @ sowie die N, Werte gelistet.

Tabelle 57: @ und N, -Werte der einzelnen Populationen

Guanako Vikunja Lama

¢ST Nm ¢ST Nm ¢ST Nm
Alpaka ]0,619]0,154{0,3960,381]0,452{0,303
Guanako 0,819(0,055(0,604 (0,164
Vikunja 0,788 {0,067

Legende: ®sr = Index der Fixierung, Nm = Mal3 der Migrationsanzahl

Die Anzahl an Migrationen ist am Hochsten zwischen den Populationen Alpaka und Vikunja.
Die Populationen Lama zu Vikunja sowie Vikunja zu Guanako weisen ein hohes Mal} an

Differenzierung auf, was auf einen geringen Genfluss zwischen den Populationen hindeutet.
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COI

Der Gesamt-Wert der genetischen Distanz zwischen den phinotypischen Spezies betragt
0,025. Die Nukleotid-Diversitit ist am Hochsten innerhalb der Alpakas (0,019) und Guanakos
(0,02).

Es wurden folgende ®g.— und N, -Werte berechnet (Tab. 58).

Tabelle 58: @y — und N -Werte die anhand der Sequenzen des COI-Fragmentes

Guanako Vikunja Lama

Dy [N, Py |N, Py |N,
Alpaka  |0,361]0,443[0,258]0,719[0,527]0,224
Guanako 0,687(0,11410,573(0,186
Vikunja 0,815(0,057
Legende: ®sr = Index der Fixierung, Ny, = Mal3 der Migrationsanzahl

Zwischen Vikunja und Alpakas ist der N -Wert erhoht. Dieser deutet auf einen zwar
gemafligten, jedoch vorhandenen genetischen Austausch zwischen beiden Populationen. Die
N, -Werte zwischen den weiteren Populationen liegen alle unter 1, was auf einen geringen

Genfluss schlieen lasst.

Nd5
Der Gesamt-Wert der genetischen Distanz der phinotypischen Spezies betrigt 0,032. Die
Nukleotid-Diversitit ist innerhalb der Alpakas am Hoéchsten (0,03). In den drei anderen

phinotypischen Spezies liegt diese unter 0,01.

Es ergeben sich folgende ®g.— und N, -Werte (Tab. 59).

Tabelle 59: @ — und N -Werte aufgrund der Sequenzabfolge im Nd5-Gen

Guanako Vikunja Lama

@sr [N, [Pyr [N, |Psr [N,
Alpaka ]0,423(0,3410,304]0,572|0,530 (0,222
Guanako 0,904 10,02710,68210,117
Vikunja 0,9180,022

Legende: ®sr = Index der Fixierung, Nim = Mal3 der Migrationsanzahl

Fir keine der Konstellationen konnte ein erthohter N -Wert festgestellt werden, dies bedeutet
dass wenig bis kein Genfluss existiert. Jedoch ist auch hier, wie fir das cytb- und COI-Gen,

der Wert zwischen Alpakas und Vikunjas am Hochsten.
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7.2 AMOVA, Diversititen und Netzwerke der gefundenen Haplotypen in tberliefertem

Material

Cytochrom b — Gesamt

Die Nukleotid-Diversitit betragt 0,007 fir Lamas und fiir Gunakos 0,013. Der Mittelwert der
Nukleotid-Diversitit liegt bei 0,007. Guanakos weisen also eine hohere Diversitit auf als
Lamas. Es konnten nur Guanakos und Lamas in die AMOVA Berechnung mit einbezogen
werde, da die Stichprobenanzahl fir Alpakas und Vikunjas nicht ausreichend war. Der ®g. —
Wert betrug 0,724, der N _-Wert 0,095. Es konnte also kein Genfluss zwischen den
Populationen festgestellt werde.

Fir die phylogenetischen Bezichungen unter den gefundenen Haplotypen ergibt sich
folgendes Netzwerk (s. Abb. 68).

cytb lang %

- f o\
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=
=

Abbildung 68: Minimal Spanning Netzwerk der Haplotypen der Fragmente des Cytochrom b —Gen (ndheres im
Text)

Die Haplotypen gruppieren alle um einen nicht bekannten Haplotyp. Dies bedeutet, dass sich
die gefundenen Sequenzen alle auf einen gemeinsamen Vorfahren zuriickfithren lassen. Die
sternformige Anordnung konnte bedeutet, das fiir die im Cytochrom b-Gen typisierten
Lamas, Guanakos und Alpakas, eine genetische Drift (Grinder- oder bottleneck-Ereignis)

stattgefunden hat.
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Cytochrom b — Vorderer Bereich
Die Nukleotid-Diversitit betrigt fiir Lamas 0,013, fir Alpakas 0,036, fur Vikunjas 0,009 und

fir Guanakos 0,023. Dies entspricht einer Gesamt-Nukleotid-Diversitit von 0,02. Alpakas
zeigen sich deutlich variabel, Vikunjas dagegen haben eine geringe Variabilitit. Folgende ®g; —

und N, -Werte konnten berechnet werden (s. Tab. 60).

Tabelle 60: Pg.—und N -Werte der AMOVA des vorderen Bereiches des cytb-Gens

Guanako Vikunja Lama

Dy N, [Py [N, [Py [N
Alpaka |0,412]0,3570,341|0,483|0,469]0,283
Guanako 0,706(0,104(0,38910,393
Vikunja 0,806 | 0,060

Legende: ®sr = Index der Fixierung, Ny, = Mal3 der Migrationsanzahl

Es konnte kein Genfluss zwischen den Populationen(N,, < 1) festgestellt werden.

Aus den gefundenen Haplotypen ergab sich folgendes Netzwerk (s. Abb. 69).
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Abbildung 69: Minimal Spanning Netzwerk das sich aus den gefundenen Haplotypen des vorderen Bereiches im
cytb-Gen ergibt (ndheres im Text)

Die Haplotypen gruppieren sich in zwei Grof3gruppen: Die Gruppe Alpaka —Vikunja (oben)
und die Gruppe Lama-Alpaka-Guanako (unten). Fir die Haplogruppe G3 erfolgte eine
Gruppierung zu Vikunja, aber auch zur Lama-Alpaka-Guanako-Gruppe. Dies bedeutet, dass

die verwandtschaftliche Beziehung dieses Haplotypus nicht zu kliren ist. Beide Gruppen sind
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tber drei unbekannte Haplotypen zu verkniipfen. Die genetische Distanz zwischen den

beiden Gruppen betrigt 2,96 x 107

Cytochrom b — Hinterer Bereich

Die Nukleotid-Diversititen betragen 0,011 fiir Lamas, 0,039 fir Alpakas, 0,024 fir Guanakos

und 0,016 fur Vikunjas. Der Mittelwert der Nukleotid-Diversitat betragt 0,022. Alpakas zeigen

sich als sehr variabel. Folgende ®¢;- und N, -Werte ergaben sich (s. Tab. 61)

Tabelle 61: ®g- und N -Werte der AMOVA der gefundenen Haplotypen des hinteren

Bereiches des cytb-Gens

Guanako Vikunja Lama

¢ST Nm ¢ST Nm ¢ST Nm
Alpaka |0,607]0,1620,068 | 3,432|0,722] 0,096
Guanako 0,73810,089 0,629 (0,148
Vikunja 0,870 0,037

Legende: ®st = Index der Fixierung, Ny, = Mal3 der Migrationsanzahl

Zwischen Vikunjas und Alpakas besteht ein hohes Mal} an Genfluss. Zwischen den anderen

Populationen kann kein Genfluss nachgewiesen werden. Anhand der gefundenen Haplotypen

konnte folgendes Netzwerk erstellt werden (s. Abb. 70).

0.03

Abbildung 70: Minimal Spanning Netzwerk der im hinteren Bereich gefundenen Haplotypen des cytb-Gens

(ndheres im Text)
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Es entstehen zwei Grofigruppen die jeweils auf einen unbekannten Haplotypen zuriick zu

fihren sind. Die genetische Distanz zwischen den Gruppen Alpaka-Vikunja (unten) und

Lama-Alpaka-Guanako (oben) betrigt 5,72 x 107,

COl
Die Nukleotid-Diversitit betriagt fir Lamas 0,007, fur Alpakas 0,019 und fiir Guanakos 0,004.

Dies entspricht einem Mittelwert der Nukleotid-Diversitit von 0,01. In der Stichprobe die

erfolgreich typisiert werden konnten, lagen keine Vikunjas vor.

Folgende ®¢;- und N, -Werte ergaben sich (s. Tab. 62).
efundenen Haplotypen des COI-Gens

Tabelle 62: g - und N, _-Werte dert AMOVA der
Lama

Guanako

o, [N, &y [N,
Alpaka ]0,735]0,090{0,8150,057
Guanako 0,829 (0,052

Legende: ®sr = Index der Fixierung, Nim = Mal3 der Migrationsanzahl
Es konnte kein Genfluss (N, < 1) festgestellt werden. Aus den gefundenen Haplotypen ergab

sich folgendes Netzwerk (s. Abb. 71)
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Abbildung 71: Minimal Spanning Netzwerk der Haplotypen des COI-Gens (niheres im Text)
Alle gefundenen Haplotypen gruppieren um einen unbekannten Haplotypen. Die genetische
Distanz betrigt ca. 2,6 x 107 Die Alpaka-Vikunja Haplotypen AV (links oben) weisen keine
hohere Distanz zu den anderen Haplotypen, als Guanako und Lama Haplotypen unter

einander, auf. Dies deutet auf eine nahe Verwandtschaft. Die sterférmige Anordnung deutet
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auf genetische Drift, oder ist ein Artefakt resultierend aus der geringen Anzahl von Alpaka

und Vikunjas in der Stichprobe.

Nd5
Die Nukleotid-Diversititen betragen fiir Lamas 0,008, fur Alpakas 0,039 und fur Guanakos
0,005. Vikunjas waren in der Stichprobe der typisierbaren Individuen fiir das Gen Nd5 nicht

vertreten. Der Mittelwert der Nukleotid-Diversitit betrdgt 0,017. Folgende @y~ und N -

Werte ergaben sich (s. Tab. 63).

Tabelle 63: @y~ und N _-Werte der AMOVA der gefundenen Haplotypen des Nd5-Gens
Guanako Lama

Py [Ny [Py [N,
Alpaka ]0,407]0,364(0,519 0,232
Guanako 0,441]0,317
Legende: ®sr = Index der Fixierung, Nim = Mal3 der Migrationsanzahl

Es konnte kein Genfluss zwischen den Populationen festgestellt werden.

Aus den gefundenen Haplotypen ergab sich folgendes Netzwerk (s. Abb. 72).
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Abbildung 72: Minimal Spanning Netzwerk der Haplotypen des Nd5-Gens (ndheres im Text)
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Die Alpaka Haplotypen AV2 und AV3 gruppieren zusammen und weisen eine genetische
Distanz von 5,35 x 10 zu den iibrigen Haplotypen auf. Die Lama-Alpaka-Guanako Gruppe
(oben) kann tber einen unbekannten Haplotypen verkntpft werden, die genetische Distanz
innerhalb dieser Gruppe liegt bei ca. 1,3 x 107 Eine solche sternférmige Gruppierung kann

aus genetischer Drift resultieren.

Zusammengefasst kann man sagen, dass fir alle betrachteten mitochondrialen Gene
genetische Drift in Frage kime, da die Netzwerke sternférmig gruppieren. Die Nukleotid-
Diversitit ist immer am Ho6chsten fir Alpakas, wenn diese in der Stichprobe vorlagen. Fur
den hinteren Bereich des Cytochrom b-Gens, in dem die Stichprobe jeder Spezies insgesamt
am Groften ist (s. Kap. 4.1.1), kann ein Genfluss zwischen Alpakas und Vikunjas festgestellt

werden.

7.3 Zusammenfiihrung der Ergebnisse des rezenten und tberlieferten Materials

Anhand der Ergebnisse fiir mitochondriale Gene des untersuchten Materials wurden
Netzwerke zur Feststellung phylogenetischer Distanz der rezenten und historischen
Populationen erstellt. Fir die gefundenen Haplotypen wurde eine gemeinsame AMOVA pro
analysiertem mitochondrialen Locus durchgeftihrt. Die Kombination der Daten historischer
und rezenter Populationen reprisentiert eine héhere Anzahl méglicher Haplotypen und zeigt

damit ein genaueres Bild der Spezies-Variabilitat auf.

7.3.1 Netzwerke

Cytochrom b Gesamt

Alle in Gberliefertem Material typisierten Haplotypen gruppieren mit denen der rezenten
Proben. Eine Ausnahme bildet hier die Probe COA11, diese weist den Haplotyp V4 auf der
zwischen den beiden Grof3gruppen Vikunja (oben) und Guanako (unten) liegt. Die
Benennung des Haplotyp erfolgte aufgrund der Polymorphismen 645G und 648G, die nur in
Vikunjas angetroffen werden. Die genetische Distanz zur Gruppe Guanako (1,8 x 107?) ist nur
geringfiigio kleiner als zur Gruppe Vikunja (1,9 x 10?), so dass hier von einem Guanako-
Vikunja-Mischhaplotyp gesprochen werden kann. Die weiteren Haplotypen historischer
Proben, gehen alle auf einen gemeinsamen Ursprung mit denen rezenter Haplotypen zurtick

(s. Abb. 73).
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cyth lang

Abbildung 73: Netzwerk, das sich aus den Distanzen der Haplotypen des langen cytb-Fragmentes ergibt (nidheres

Cytochrom b - Vorderer Bereich

Fir die GroBgruppen Guanako (oben) und Vikunja (unten) entstehen sternfGrmige
Anordnungen. Dies zeigt, dass der Haplotyp des letzten gemeinsamen Vorfahrens nicht
angetroffen werden konnte. Die genetische Distanz zwischen beiden Gruppen kann mit 3,2 x
107 angegeben werden. Fiir den Haplotyp G2, der nur in rezentem Material typisiert wurde,

konnte der Haplotyp G3, der nur in alten Proben typisiert wurde, als Ursprungs-Haplotyp

bestimmt werden (s. Abb. 74).
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Abbildung 74: Minimal Spanning Netzwerk aller typisierten Haplotypen des vorderen Bereiches des cytb-Gens
(ndheres im Text)

Cytochrom b — Hinterer Bereich

Es ergeben sich zwei GroBgruppen deren Distanz mit 5,8 x 107 angegeben werden kann. Der
Haplotyp LG1 (zentral oben) reprisentiert den nichsten Verwandten zum Haplotyp AV1
(zentral unten). Die Haplotypen des historischen Materials gruppieren alle mit denen rezenter

Tiere (s. Abb. 75).
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Abbildung 75: Minimal Spanning Netzwerk aller typisierten Haplotypen des den hinteren Bereich des cytb-Gens
(ndheres im Text)

COlI

Die Haplotypen gruppieren in drei Hauptgruppen: Vikunja und Alpaka (oben), Guanako und
Lama- Alpaka (mittig) sowie die Gruppe Lama-Guanako (unten). Die genetische Distanz
zwischen dem Haplotypen LLA1 und den Vikunja-Alpaka-Haplotypen betrigt 9,1 x 107, die zu
den Guanako-Haplotypen 1,5 x 10 und die zu den Lama-Guanako Mischhaplotypen 1,5 x
10° (s. Abb. 76). Die nur in iberliefertem Material gefundenen Halotypen stellen immer

ancestrale dar, aus denen sich die heute anzutreffenden Haplotypen, entwickelt haben.
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Abbildung 76: Minimal Spanning Netzwerk der gefundenen Haplotypen im COI-Gen (niheres im Text)

Nd5

Es kénnen zwei Grof3gruppen ausgemacht werden: Vikunja-Alpaka (oben) und Lama-Alpaka-
Guanako (unten). Dazwischen liegt der Haplotyp G1. Die genetische Distanz zwischen dem
Haplotyp G1 zur Vikunja-Gruppe kann mit 4,2 x 10? angegeben werden, die zur Lama-
Alpaka-Guanako-Gruppe mit 1,2 x 10 Die in tiberliefertem Material gefundenen Haplotypen
gruppieren mit den rezent gefundenen Haplotypen und stellen im Falle der Vikunja-Gruppe
einen direkten Vorfahr der gefundenen Haplogruppe AV2, aus der wiederum die

Haplogruppe AV1, unter Einbezichung der Haplogruppe V1, hervorgeht (s. Abb. 77).
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Abbildung 77: Minimal Spanning Netzwerk der bestimmten Haplotypen im Nd5-Gen

7.3.2 Diversitaten und AMOVA

Die Unterschiede der Diversititen in mitochondrialen Systemen, zwischen rezenten und
historischen Populationen, wurden anhand ihrer Nukleotid-Diversititen verglichen (s. Abb.

78).
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0,020 - HA rez#nt
A ancient
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Abbildung 78: Nukleotid-Diversititen im Vergleich der Populationen. Legende: G = Guanako, V = Vikunja, A
= Alpaka, L. = Lama, rezent = rezentes Probenmaterial, ancient = historisches Probenmaterial
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Ein Unterschied in den Diversititswerte ist fiir Alpakas zu belegen. Sie weisen in den alten
Proben eine deutlich hohere Diversitit in ihren Sequenzen als in denen rezenter Populationen
auf. Im Falle der Lamas verhilt es sich komplementir, jedoch nicht so stark ausgeprigt wie
bei den Alpakas. Vikunjas und Guanakos zeigen beide eine reduzierte Diversitit in den
rezenten Proben.

Betrachtet man die Gene ohne Berticksichtigung der Spezies so lisst sich erhohte Diversitit
tir das cytb-Gen in rezenten Tieren, fir die Gene COI und Nd5 in prihistorischen Tieren,

belegen (s. Abb. 79).
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Abbildung 79: Vergleich der Gesamt-Diversitit zwischen dem tberlieferten (A) und rezenten Material (R)

Um zu uberpriifen ob die gefundenen Werte fiir den Genfluss, unter Kombination der
rezenten und historischen Populationen, Verinderungen aufweisen, wurden die Daten erneut
einer AMOVA (Arlequin) unterzogen.

In Tabelle 64 sind die sich ergebenden @g-Werte der Einzelsysteme sowie der sich ergebende

Gesamtwert dargestellt.

Tabelle 64: @ -Werte unter Einbeziehung der Ergebnisse des tibetlieferten Materials

Dy, cytb vorne | cytb hinten | Nd5 |COI | cytb lang | Gesamt
Avs. G 0,586 0,757 10,684 ]0,807 0,736| 0,714
Avs. V 0,399 0,178|0213|0174| 0174| 07228
Avs. L 0,586 0,747]0,7480.836| 0.697| 0,723
Vvs. G 0,761 0,836(0,897| 0,74| 0,8139| 0,810
Vvs. L 0,781 0,827]0,879 [0.811 0,78] 0,816
Gvs. L 0,376 0,663 (0,186 0,082 0,615] 0,384

Legende: ®sr = Index der Fixierung, vs. = versus, A = Alpaka, G = Guanako, V = Vikunja, L = Lama

Die ®y-Werte sind insgesamt niedriger als die fiir die Einzelbetrachtungen rezenter und

historischer Populationen. Aus den ®g-Werte wurde das Mal3 an Genfluss zwischen den

Populationen berechnet (s. Tab. 65).
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Tabelle 65: N -Werte unter Einbeziehung der Ergebnisse des iiberlieferten Materials

N, cytb lang | cytb hinten | cytb vorne | COI [ Nd5 | Gesamt
Azu G 0,090 0,080 0,177]0,060]0,115] 0,104
AzuV 1,187 1,154 0,377]1,187]0,924| 0,966
AzuL 0,109 0,085 0,17710,049]10,084| 0,101
VzuG 0,057 0,049 0,07910,08810,029| 0,060
Vzu L 0,071 0,052 0,070]0,05810,034| 0,057
GzuL 0,157 0,127 0,415]2,799(1,094| 0,918

0,278 0,258 0,216]0,70710,380| 0,368

Legende: Ny = Mal3 der Migrationsanzahl, A = Alpaka, G = Guanako, V = Vikunja, . = Lama

Ein erhéhtes Mal3 an Genfluss liegt zwischen den Populationen Vikunja und Alpaka sowie
Guanako und Lama vor. Zwischen Guanakos und Alpakas, Vikunjas und Guanakos, Vikunjas
und Lamas sowie Lamas und Alpakas existiert wenig Migration, so dass hier von einer linger
andauernden Isolation der Populationen auszugehen ist. Die Gesamt-Distanz zwischen den

vier betrachteten Gruppen ist in Tabelle 66 aufgefiihrt.

Tabelle 66: Genetische Distanz zwischen den vier Gruppen

Gen genetische Distanz
cytb lang 0,025
cytb vorne 0,022
cytb hinten 0,058
Nd5 0,039
COl 0,029
Gesamt 0,046

Diese Distanzwerte deuten an, dass es sich bei den untersuchten Gruppen um Sub-Spezies

handeln kénnte (s. Kap. 9).

7.4 Variabilitit der Mikrosatelliten in phanotypischen und genotypischen Spezies

Auswertung nach phinotypischer Spezieseinteilung

Aus den in Kapitel 4.5 vorgestellten Typisierungsergebnissen der Mikrosatelliten in rezenten
Neuwelt-Camelidae ergaben sich folgende Heterozygotenraten (Tab. 67 und Abb. 80) und
Variabilititsdaten (Tab. 68 und Abb. 81).

Tabelle 67: Heterozygotenraten der Systeme so wie die Gesamt-Rate in phinotypischen Spezies

VOLP10 [ LgU52 | VOLPO3 | LCAG6 | VOLPG67 [ LgU68 | Gesamt
Lama n=10 0,10 0,60 0,11 0,29 0,83 0,56 0,65
Guanako n=3 0,33 0,67 0,33 0,33 0,00 0,67 0,38
Vicugna n=16 0,00 0,73 0,54 0,53 0,75 0,44 0,50
Alpaka n=14 0,08 0,62 0,58 0,62 0,00 0,62 0,42
Gesamt n=34 0,07 0,66 0,44 0,73 0,40 0,54 0,47
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Abbildung 80: Darstellung der Heterozygotenraten der phinotypischen Spezies (ndheres im Text). Legende: HZ
= Heterozygotenrate, L. = Lama, G = Guanako, V = Vikunja, A = Alpaka, ges = Gesamt

Tabelle 68: Variabilitit der phdnotypischen Spezies anhand ihrer Genotypenfrequenzen

Varianz in Gt | VOLP10 | LgU52 | VOLP03 | LCA66 | VOLP67 | LgUG68 | Gesamt
Lama N=10 0,20 0,50 0,44 0,57 0,83 0,67 0,54
Guanako N=3 0,67 0,67 0,67 1,00 1,00 0,67 0,78
Vicugna N=16 0,06 0,33 0,27 0,33 1,00 0,19 0,36
Alpaka N=14 0,21 0,46 0,75 0,77 0,44 0,46 0,52
Gesamt N=34 0,09 0,29 0,36 0,49 0,70 0,34 0,38
1,00
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0,607 Var L
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Abbildung 81: Variabilitit in phinotypischen Spezies bezogen auf das Einzelsystem (ndheres im Text). Legende:
HZ = Heterozygotenrate, Var = Variabilitit, . = Lama, G = Guanako, A = Alpaka, V = Vikunja, ges = Gesamt

Die héchste Heterozygotenrate weisen Guanakos und Lamas auf. Die Stichprobe Guanako ist
jedoch so klein, dass sich die Variabilitit insgesamt als verringert darstellt. Obwohl Alpakas
eine hohere Heterozygotenrate als Vikunjas aufweisen, zeigen sie deutlich weniger Variabilitit.
Insgesamt sind die Heterozygotenraten als niedrig einzustufen. Der Marker VOLP10 ist am

Wenigsten variabel und weist kaum Heterozygotie auf. Aufgrund der hier vorliegenden
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Ergebnisse ist er in Vikunjas als monomorphisch zu bezeichnen. Der Marker VOLPG67 ist am

Variabelsten. Insgesamt stellen sich die Populationen als wenig variabel dar.

Auswertung nach genotypischer Spezieseinteilung

Es erfolgte eine neue Berechnung der Heterozygotie nach der Speziesbeurteilung nach dem
Genotyp (s. Kap. 6). Die Berechnung erfolgte mit der Software Arlequin, die zusitzlich zum
observierten Wert der Heterozygoten, einen zu erwartenden Wert berechnet. Dartiber hinaus

wird der p-Wert, der ein Mal3 der Signifikanz der Werte ist, angegeben (Tab. 69).

Tabelle 69: Heterozygotenraten und Variabilitit in genotypischen Spezies

Laman =15 Alpakan =7 Guanakon =2 Vikunjan =16
Marker HZO th p HZO th p HZO th p HZQ th
VOLP10 | 0,133 | 0,129 1 0,571 | 0,846 0 0,5 0,5 1 0 0,121 | 0,031
LeU52 0,6 0,57 | 0,886 0,429 0,78 | 0,018 0,5 0,5 1 0,688 | 0,698 | 0,074
VOLPO3 | 0,214 | 0,688 | 0,001 0,571 | 0,802 | 0,022 0,5 0,5 1 0,563 0,74 0
LCAG6 0,384 | 0,775 | 0,001 0 0,622 | 0,189 0,5 0,83 | 0,325 | 0,563 | 0,718 | 0,024
VOLPG67 | 0,545 | 0,874 0 0,71 0,835 | 0,014 0,5 0,5 0 0,5 0,758 | 0,162
LeU68 0,6 0,706 | 0,133 0,45 0,77 | 0,084 0,5 0,567 1 0,438 0,56 | 0,023
Mittelwert | 0,413 | 0,623 | 0,337 0,571 | 0,846 | 0,065 0,5 0,5 | 0,665 | 0458 | 0,599 | 0,052

Legende: p = Mal3 der Signifikanz der Abweichung zwischen erwarteter und observierter Heterozygotenrate,
HZo = Observierte Heterozygotenrate, HZr = Erwartete Heterozygotenrate

Die Abweichungen zwischen erwarteter und observierter Heterozygotie sind insgesamt nicht
signifikant, in Einzelsystemen dagegen sind sie signifikant (p<0,05) und =zeigen eine
Abweichung zum postulierten Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Fir Lamas kann eine
Abweichung gegentiber der erwarteten Heterozygotenrate fiir die Marker VOLP03, LCAG66
und VOLPG67 festgestellt werden, fiir Alpakas in den Markern VOLP10, LgU52, VOLP03 und
VOLPG67. Die Marker VOLP10, LgU52, VOLP03, LCA66 und LGUG68 weichen in Vikunjas
signifikant von der erwarteten Heterozygotenrate ab. Fir Vikunjas ist die Abweichung
insgesamt am Groften.

Die reduzierten Heterozygotenraten sind ein Hinweis auf eine genetische Drift.
Ein Vergleich der Gesamt-Heterozygotie zwischen phinotypischen und genotypischen

Spezies (Abb. 82) zeigt, dass in Vikunjas und Lamas genotypisch eine leichte Reduktion

auftritt, fir Gunakos und Alpakas steigt die Rate. Jedoch bleiben die Raten insgesamt niedrig.
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Abbildung 82: Vergleich der Heterozygotenraten in phinotypischen und genotypischen Spezies. Legende: HZ =
Heterozygotenrate, I. = Lamas, G = Guanakos, V = Vikunjas, A = Alpakas, Phin = Phinotypische Spezies, Gen
= Genotypische Spezies

AMOVA der genotypischen Spezies

In Tabelle 70 sind die Fg-Werte und der resultierende Genfluss innerhalb der Spezies
aufgefihrt.

Tabelle 70: Fy-Werte innerhalb der genotypischen Populationen und Genfluss

FyL [FyA [FoG [FyV
VOLP10 |-0,066] 0,000[-3,132[0,000
1oU52 | 0,278]-0,071] 0,367]0,116
VOLPO03 | 0,149] 0,035 0,381 0,084
LCAGG6 | 0,077] 0,045] 0,0120,145
VOLPG7 | 0,002] 0,290| 0,000/0,135
1gUG8 | 0,118]-0,044] 0,375]0,300
Mittelwert| 0,125] 0,093| 0,227 0,155

Genfluss | 1,750] 0,021] 1,175] 1,36
Legende: FST = Index der Fixierung

Fir die Populationen Lama, Guanako und Vikunja ergibt sich ein Genfluss innerhalb der
Populationen. Alpakas weisen keinen Genfluss auf. Dies deutet darauthin, dass die

untersuchte Alpaka-Population eine drastische Reduktion des Genpools erfahren hat.

In Tabelle 71 sind die Fg; sowie die N -Werte zwischen den Populationen aufgefiihrt.

Tabelle 71: Fg- und N, -Werte zwischen den genotypischen Populationen und Genfluss

Guanako Vikunja Lama

For [Ny |For [Ny [Fyr [N,
Alpaka ]0,1181,879(0,271]0,673]0,065 | 3,596
Guanako 0,43210,329(0,207|0,958
Vikunja 0,369 0,428
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Der hochste Genfluss zwischen den Populationen kann fiir Lama und Alpakas festgestellt
werden, ebenfalls erh6ht ist der genetische Austausch zwischen Guanakos und Alpakas. Auch
zwischen Lama und Guanako ist ein Genfluss belegbar. Vikunjas zeigen zu keiner der

weiteren Populationen Genfluss.

153



Diskussion

8 Interpretation und Diskussion

8.1 DNA-Extraktion, Erhaltungszustand und Amplifikationserfolg

Rezentes Material

Das Probenmaterial der rezenten Tiere zeigte sich insgesamt als gut geeignet fiir
molekulargenetische Untersuchungen. Die Blutprobe erwies sich als am Besten geeignet, so
dass diese immer als Kontrollprobe mitgefiihrt wurde. Fir die Analyse autosomaler DNA
stellten sich Extrakte aus Haaren nachteilig dar. Auch wenn das Extraktionsprotokoll mit dem
Extraktionspuffer von Pfeiffer et al. (2004) in allen Proben die Analyse mitochondrialer DNA
erlaubte, konnte chromosomale DNA nur in Teilen reproduziert werden. Dies ist nicht auf die
Extraktion, viel mehr auf das Material selbst, zurtickzufithren. Telogene Haare, welche die
Mehrzahl der bearbeiteten rezenten Proben ausmachten, enthalten in der Regel keine bzw.
nicht ausreichend chromosomale DNA enthalten (s. z.B. McNevin et al. 2005),
mitochondriale DNA kann jedoch auch aus solchen Haaren gewonnen werden (Pfeiffer
2007). Durch eine, der Extraktion vorausgehende, dullerliche Inspektion der Haare wurde
versucht in jeder Extraktion auch anagene Haare einzusetzen, dies war jedoch nicht fir alle
Individuen moglich. In den Fillen in denen autosomale DNA nur teilweise zu analysieren war,
ist davon auszugehen, dass keine Haarwurzeln oder anhaftende korpereigene Zellen der Tiere
vorhanden waren. Prinzipiell war also bereits die Bearbeitung rezenter Proben ein Arbeiten
mit degradiertem Probenmaterial. Gemessen an dieser ungiinstigen Ausgangsituation, ist der

Extraktionserfolg als tiberwiegend gut zu bezeichnen.

Uberliefertes Material

Die Extraktion aus Knochen und Zihnen war nur bedingt erfolgreich. In nur 22 % der
Proben konnte eine erfolgreiche Typisierung erreicht werden. Auch Versuche der
Optimierung der Extraktionsmethode, wie z.B. das Einsetzen von mehr und weniger
Knochen- bzw. Zahn-Pulver, Verlingerung der Inkubationszeit, oder das Variieren der
zugesetzten Menge von Proteinase K, fithrten nicht zu einer Steigerung des
Extraktionserfolges. Die Ursache fiir den miBigen Amplifikationserfolg ist also in der DNA-
Erhaltung der Probe selbst zu sehen. Jedoch konnten keine Zusammenhinge zwischen
Liegebedingungen und DNA-Erhaltung festgestellt werden (s. Kap. 5). Ein erheblicher
Anstieg der Degradierung der DNA, nachdem das Probenmaterial geborgen wurde, wire

denkbar. Hummel (2003) beschreibt, dass durch die Lagerung bei Raumtemperatur eine starke
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Degradierung des Probenmaterials in kurzen Zeitrdumen erfolgt. Sie schligt vor,
archiologisches Material, das molekulargenetisch untersucht werden soll, méglichst direkt
nach der Bergung gekithlt zu lagern. Das hier bearbeitete Material lagerte nach der
Ausgrabung ca. 2-4 Jahre nicht nur bei Raumtemperatur (Museo Nacional de Antropologia,
Arqueologia e Historia, Lima), sondern zum Teil auch bei deutlich héheren Temperaturen (ca.
30°C) im Grabungshaus. Eine mégliche Lagerung in einem Kihlschrank o.4. war aufgrund
der Situation vor Ort nicht gegeben. Fir die Oberflichenfunde aus Montegrande, die einen
relativ guten Erhaltungszustand aufwiesen, ist nicht bekannt, wie lange diese an der
Oberfliche gelegen haben. Hier wurden jedoch nur Zihne und Felsenbeine fiir die Extraktion
verwendet, die in der Regel einen besseren Erhaltungszustand aufweisen (Kleindorp 2000).
Der Fundort Chillo stellt den zuletzt ergrabenen Fundort dar und weist den besten
Erhaltungszustand auf. Die Lagerungsbedingungen des Probenmaterials koénnten also
Auswirkungen auf den Erhaltungszustand der DNA gehabt haben.

Eine weitere Ursache fur den miligen Erhalt von DNA im Probenmaterial, konnte der
Wandel der Umweltbedingungen des Palpa-Tals uber die letzten 3000 Jahre sein. Es wird
davon ausgegangen, dass zwischen starken Diurre-Phasen auch immer Phasen monsoon-
artiger Niederschlige existierten (Eitel et al. 20006). Dies bedeutet, dass der Boden, der heute
als Feuchtboden angesprochen wird, nicht immer ein solcher gewesen sein muss. Es wire also
denkbar, dass diese wechselnden Figenschaften des Bodens zu wechselnden Liege-
Bedingungen des Materials gefiihrt haben. Die Dekomposition von menschlichen Uberresten
im Boden verlduft anndhernd parallel zu der in ihm herrschenden Temperatur (Hunger 1978),
ein hohes Maf3 an Feuchtigkeit dagegen verhindert den Abbau von Weichgewebe. Hohe
Temperaturen und ein hohes Mal3 an Feuchtigkeit wirken sich negativ auf den Erhalt von
DNA im Knochen aus (Perry et al. 1988). MacHugh et al. (2000) geben an, dass der Erhalt
von DNA bei trockenen, kalten und stabilen Umweltbedingungen am Besten sei. Die
Instabilitit der Umweltbedingungen im Palpa-Tal kann also durchaus zum schlechten Erhalt
der DNA gefithrt haben. Trotz allem ist der Erfolg der vorliegenden Arbeit als positiv zu
betrachten, da sie belegt, das auch DNA-Extraktionen aus Material semi-arider Regionen

moglich ist.

In sechs Proben traten Heteroplasmien in den Sequenzen der mitochondrialen DNA auf.
Nach Lutz et al. (1996) konnen Heteroplasmien durch die Anwesenheit von
Deaminierungsartefakten auftreten. Diese Artefakte betreffen meist nur einen der Stringe der
DNA-Doppelhelix und nicht jede vorliegende Zielsequenz muss davon betroffen sein. In den
Proben COA21 und COA25 konnte die Position 14112 des mitochondrialen Genoms auf
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dem oberen Strang als Heteroplasmie (R A/G) angesprochen werden. Bei der
Sequenzierung auf dem unteren Strang konnte diese Position jedoch immer als G bestimmt
werden. Somit ist diese Position nicht als Heteroplasmie, sondern als Deaminierungsartefakt
anzusprechen. In den Proben MSA2 und MST3b war die Position 14112 auf beiden Stringen
heteroplasmisch ausgebildet, so dass hier eine echte Heteroplasmie vorliegen konnte.
Insgesamt scheint die Position 14112 jedoch eine hiufig mutierende Stelle zu sein, so dass
auch fir die Proben MSA2 und MST3b die heteroplasmische Position als
Deaminierungsartefakt angesprochen wird. Die Probe COA5 wies an der Position 14472
entweder ein C oder ein T auf. Der eigentliche Polymorphismus dieser Position ist C oder G.
Binladen et al. (2006) geben an, dass Substitutionen von C nach T die hiufigsten
Deaminierungsartefakte sind. Die Position 14472 in der Probe COA5 wird als
Deaminierungsartefakt gedeutet. Die Probe GEA10 zeigte im Nd5-Gen an der Position 12584
eine Heteroplasmie, die auf beiden Stringen gleichermallen ausgebildet ist, so dass hier
entweder eine echte Heteroplasmie oder ein Artefakt ausgebildet ist.

Die beobachteten Deaminierungsartefakte sind ein weiterer Indikator fiir den hohen

Degradierungsgrad der DNA des tiberlieferten Materials.

Der Erfolg der Extraktion von DNA aus Textilien stellte sich als maBig dar. In 20,3 % der
Proben konnten reproduzierte Ergebnisse erzielt werden. Dies entsprach den Erwartungen im
Vorfeld, denn die Textilien bestehen tberwiegend aus telogenen Haaren, die einer starken
Bearbeitung wihrend der Textil-Produktion ausgesetzt waren. Die Herstellungsweise der
Textilien hatte ebenfalls zur DNA-Degradierung fithren koénnen. Die Proben, die
Amplifikationserfolg zeigten, erwiesen sich als nicht inhibiert, jedoch zeigten sie insgesamt
einen hohen Degradierungsgrad, der in der Fragmentlinge (<163bp) und in der Anzahl
amplifizierbarer Marker (1-3) ersichtlich wurde. Konnte in einer Probe z.B. das Fragment 4
(163 bp) des Cytochrom b-Gens amplifiziert werden, so bedeutete dies nicht zwangsliufig
eine gute Amplifikation der Gene COI (121 bp) und Nd5 (135 bp). Auch war meist nur das
vordere oder das hintere Fragment des Cytochrom b-Gens amplifizierbar. Dies bedeutet, dass
die vorliegende DNA-Degradierung innerhalb des Genoms unterschiedlich ausgeprigt ist. Die
Firbung der Textilien scheint, neben den bereits oben beziiglich der Lagerungsbedingungen
der Proben aufgefiihrten Faktoren, eine Auswirkung auf die DNA-Erhaltung zu haben. In
Tabelle 72 ist ein Vergleich der Textil-Farbungen und dem Typisierungserfolg von Haaren aus

entsprechend gefarbten Proben fir die Fundorte Los Molinos und Monte Grande dargestellt.
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Tabelle 72: Typisierungserfolg in Textilien in Abhingigkeit zur Farbe

Farbe Los Molinos Monte Grande Gesamt
Anzahl | Typisierbar | in % | Anzahl | Typisierbar | in % | Anzahl | Typisierbar | in %

rot 18 4 22 7 3 43 25 7 28
griin 9 1 11 3 0 0 12 1 8
blau 3 2 67 0 0 0 3 2 67
gelb 7 0 0 6 1 16 13 1 7,6
braun 5 0 0 7 1 14 12 1 8
schwarz 2 0 0 2 2 100 4 2 50

Fir die Paracas- und die Nasca-Zeit erfolgte die rote Textilfirbung mit Hilfe von tierischem
Rot, das Cochineal (dt. Karmin) genannt wird und aus Dactylopius spec. gewonnen wird, oder
pflanzlichem Rot, das aus Rubia spec. gewonnen wird und Relbunium genannt wird. Cochineal
wurde deutlich seltener verwendet als Relbunium (Wouters und Rosario-Chirinos 1992). Fir
die Wari-Kultur kann eine gleichmiflige Verwendung beider Farbstoffe belegt werden, in der
LIP ist ein Ubergang zu Cochineal belegbar (Wallert und Boytner 1996). Ein Hauptbestandteil
des Cochineal ist die Karmin-Saure, die in der Lage ist, mit DNA zu interkalieren (Comanici et
al. 2006). Interkalierungen konnen in der Regel durch Alkohole oder chaotropische Salze
gelost werden. Bei der Extraktion im EZ1 Biorobot (Qiagen) werden sowohl Alkohol als auch
das Salz Guanidiumthiocynat hinzu gegeben. Es wire denkbar, dass die Interkalierung
zwischen Karmin-Siure und vorhandener DNA nicht in allen Proben effektiv gel6st wurde
und diese eine Amplifikation verhinderten.

Blaue Firbung wurde in der Paracas und Nasca Zeit hauptsichlich tiber den Farbstoff Indigo
aus Indigofera spec. erzielt (Wouters und Rosario-Chirinos 1992). Uber den enthaltenden
Bestandteil Indigotin sind keine DNA schidigenden Wirkungen bekannt. Ahnliches gilt fiir
den Inhaltsstoff Tannin, der in Firbemitteln, die eine dunkle Firbung bewirken, vorkommt.
Gelbe Firbungen wurden tber Flavonoide wie z.B. Luteolin erreicht, die hierfiir genutzten
Pflanzen sind nicht bekannt (Wouters und Boytner 1996). Luteolin fihrt bei In-vitro-Zellen
zur Apoptose und verursacht hierbei starke DNA-Strangbriiche (Michels et al. 2005). Ein
solcher Effekt wire auch in den hier untersuchten Textilien denkbar und wirde eine
Begriindung fiir den schlechten Extraktions-Erfolg in gelben sowie griitnen Textilien erklaren.
Die Faktoren beziiglich der Firbetechnik, gepaart mit den Lagerungsbedingungen sowie einer
generell niedrigeren Zahl an Zielsequenzen bei telogenen Haaren, sind geeignet den
schlechten Typisierungserfolg zu erkliren. Fin Zusammenhang zwischen der Anwesenheit

von Baumwolle und dem Typisierungserfolg konnte nicht hergestellt werden.
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8.2 Analysemethoden

8.2.1 Mitochondriale DNA

Die gewiahlten Methoden zur Analyse der DNA sind weitestgehend als geeignet einzuordnen.
Das Analysieren unterschiedlicher Abschnitte der mitochondrialen DNA hat die
Speziesidentifikation des Materials ermdoglicht, dartiber hinaus konnten eine Vielzahl
Erkenntnisse beztglich der Phylogenetik der Tiere gewonnen werden (s. Kap. 9). Die
Verkiirzung der Produktlingen fir die Amplifikation des Cytochrom b-Gens (s. Kap. 3.4.1)
ermoglichte eine Analyse in einem weiteren Teil des Probenmaterials. Die erarbeiteten
Systeme lieBBen sich also auf die Anwendung in aDNA tbertragen.

Eine Ausnahme bildet hier das System zur Analyse der SNPs in dem Gen der 12srRNA. Das
Hyb-Probe-Verfahren macht das Unterschreiten einer bestimmten Produktlinge unméglich. Es
missen immer rund 40 Basen fiir die Sonden sowie mindestens weitere 40 Basen fur die
Primer eingerechnet werden. Zwischen Primer und Sonde sollte dartiber hinaus ebenfalls ein
Abstand gewihrleistet sein, so dass Produktlingen von mindestens 100 bp gefordert werden.
Im vorliegenden Fragment kam erschwerend hinzu, dass zwei interessante Polymorphismen
mit einem Abstand von nur 40 Basen auftraten. Die so erhaltende Gesamtlinge von 229 bp
war nicht zu unterschreiten. Bereits in rezentem Material konnte die Analyse nicht fir alle
Proben erfolgreich durchgefiihrt werden. In altem Material waren nur solche Proben zu
analysieren, die generell eine bessere DNA-Erhaltung aufwiesen. Ein weiteres Problem
verursachten die Sonden selbst. Ihre Fluoressenzeigenschaft war nach kurzer Lagerung und 1-
2maliger Anwendung erheblich reduziert. Dies ist in der Figenschaft begriindet, dass ihre
Fluoreszenz unter Tageslicht deutlich zurtickgeht. Es wurde darauf geachtet, dass die Sonden
keinem direkten Tageslicht ausgesetzt wurden, jedoch scheint die kurze Exponierung wihrend
des Ansetzens der PCR bereits zu einer Reduktion der Fluoreszenz zu fihren. Eine
Optimierung des Umgangs mit den betreffenden Chemikalien ist erforderlich, konnte jedoch
wihrend dieser Arbeit nicht erbracht werden. Insgesamt ist die Methode bei stabilen Sonden
jedoch gut geeignet, um schnell und effizient Proben zu typisieren.

Die weiteren etablierten Systeme zur Untersuchung der mitochondrialen DNA sind als sehr
gut einzustufen. Sie funktionierten stabil und lieferten reproduziert gute Ergebnisse. Trotz
Camelidae-spezifischer Primer traten vereinzelt Kontaminationen mit menschlicher DNA auf.
Da diese nicht vom Bearbeiter selbst stammten, ist hier von einer Kontamination der
verwendeten Reaktionsgefil3e, oder Chemikalien auszugehen. Da Homo sapiens - DNA jedoch
sehr gut gegen Camelidae abzugrenzen ist, fihrten diese Kontaminationen nicht zu

Fehltypisierungen.
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8.2.2 Mikrosatelliten

Das entwickelte Multiplex-System zur Analyse autosomaler DNA erwies sich als geeignetes
System zur Individualtypisierung. Trotz der bereits erwidhnten méglichen Schwierigkeiten bei
der Auswertung von Dinukleotid-Wiederholungen, wie z.B. hohere Stotter-Raten (s. Kap.
2.1.2), war diese moglich. Dies ist auf die gewahlten PCR-Parameter sowie die gewihlten Gele
zur  Auftrennung  der  Fragmente  zurickzufihren. Die  Sequenzierung  der
Wiederholungseinheiten waren allesamt guter Qualitit, auch wenn hierfiir zunichst eine
Optimierung der Sequenzier-PCR-Paramter erforderlich war. Die Sequenzierung beider
Stringe ermoglichte ein sicheres Auszihlen der Einheiten und es konnte so eine Nomenklatur
der angetroffen Allele erfolgen (s. Kap. 3.5). Dies erleichterte die Auswertung nachfolgender
Analysen.

In tberliefertem Material konnten nur Teilprofile erlangt werden. Einzelne Allele waren
typisierbar, jedoch selten reproduzierbar. Dies kann in der schlechten DNA-Erhaltung der
Proben begriindet werden.

Eine Besonderheit bildet ein Allel im System LgU52. Hier traten je finf
Wiederholungseinheiten, getrennt von einer Insertion von 30 Basenpaaren, auf. Dieses Allel
trat in den Proben La7, La9, Alp2, Alp3, Alp10, Alp11 und Alp12 auf. Genotypisch sind diese
Proben als Lamas (La7, La9, Alp11 und Alp12), Alpakas (Alp2 und Alp3) oder als Lama-
Alpaka-Mischtypus (Alp10) zu bestimmen. Das Allel konnte auch in tberliefertem Material
typisiert waren. Hs lag in der Probe GEA10 und COA4Ph vor, die beide genotypisch als
Lamas angesprochen werden konnten, das Allel konnte hier jedoch nicht reproduziert werden.
Das Allel tritt also nur in domestizierten Tieren auf. Der Entstehungszeitraum des Allels

kénnte also in der Domestikationsphase der Tiere liegen.

8.2.3 Phianotypisch assoziierte SNPs

Die in dieser Arbeit entwickelten Systeme zur Untersuchung phinotypisch assoziierter SNPs
stellten ein miBig geeignetes Analysesystem dar. Die cross-species-Amplifikation zur Detektion
phinotypisch assoziierter SNPs war in nur drei Fragmenten mdglich, so dass davon
auszugehen ist, dass die Camelidae in einigen der untersuchten Gene Polymorphismen
aufweisen, die nicht bei Bos spec., Homo sapiens, Mus musculus, Ovis aries und Capra hircus
anzutreffen sind. Die Sequenzierung des MCIR-Gens war zwar erfolgreich, aber es wurden
keine moglichen phinotypisch assoziierten SNPs detektiert. Ein Vergleich mit der im

September 2007 veroffentlichten Referenzsequenz fiir dieses Gen zeigte, dass die
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Sequenzierung des richtigen Gens erfolgt war, aber auch mit diesem Abgleich konnten keine
SNPs ausgemacht werden, die mit der Fellfarbe assoziiert sind.

Das Auftreten einer hohen Anzahl unspezifischer Nebenprodukte in der Amplifikation des
ASIP- und TYRP1-Gens war auch durch die Optimierung der PCR-Parameter nicht zu
erreichen. Der gewihlte Bereich des Gens ASIP weist einen hohen GC-Gehalt auf. Dies
tihrte trotz der Wahl relativ kurzer Primer zu einer optimalen Anlagerungstemperatur von
65°C. Eine Duplex-Amplifikation gemeinsam mit dem Marker TYRP1, der eine optimale
Anlagerungstemperatur von 55°C aufweist, war so nicht moglich. Eine gemeinsame
Weiterverarbeitung der amplifizierten Probe in der Aufreinigung sowie der SNapshot-Reaktion
war dagegen erfolgreich. Die FErgebnisse waren gut auswertbar, die gefundenen
Polymorphismen konnten jedoch nicht direkt mit dem Phinotyp assoziiert werden.

Der Polymorphismus im Gen TYRP1 koénnte auf eine eventuelle Assoziation dieser mit der
Ausprigung einer schwarzen Gesichtsbehaarung und Wildtyp-Fellfarbe hindeuten. Diese ist in
Guanakos, Lamas und Alpakas méglich, in Vikunjas existiert diese Merkmalskombination nie.
In anderen Spezies konnten Polymorphismen in dem Gen TYRP1 mit Piebaldie assoziiert
werden. Cargill et al. (2005) konnten z.B. nachweisen, dass ein SNP im Gen TYRP1 mit der
Ausprigung der schwarzen Fell-Flecken bei Dalmatinern assoziiert ist. In Soay-Schafen
bedingt eine Mutation im Exon 4 des Gens TYRP1 die typische Ausprigung einer schwarz-
weillen Gesichtsbehaarung und der rotbraunen Fellfarbe (Gratten et al. 20006). Eine
Assoziation mit der oben beschriebenen Fellfarben-Auspragung bei Neuwelt-Camelidae wire
also denkbar.

Das Gen ASIP konnte in der vorliegenden Arbeit nicht mit der Fellfarbgebung der Neuwelt-
Camelidae in Verbindung gebracht werden. Voisey und van Daal (2002) berichten iiber einen
Zusammenhang zwischen Fettleibigkeit und der erhéhten Expression von ASIP, die durch
eine Mutation hervorgerufen wird. In Menschen korreliert die Ausschiittung der Proteine des
ASIP-Gens mit dem Body-MaB-Index in Frauen (Voisey et al. 2002). In drei der sechs
typisierten Vikunjas (s. S. 123) konnte fir das ASIP-Gen ein SNP gefunden werden, der
weder in Lamas, noch Alpakas oder Guanakos auftritt. Vikunjas sind die kleinsten und
leichtesten Tiere der Neuwelt-Camelidae und sind an ein Leben in der Hoéhe und kiltere
Temperaturen angepasst. Eine Assoziation zwischen Korpermasse und dem gefundenen
Polymorphismus wire also denkbar.

Die hier vorliegende Untersuchung konnte keine direkten Assoziationen zwischen den
bestimmten SNPs und Fellfarben-Auspriagung feststellen. Dies konnte in der Wahl der Marker

sowie der Stichprobe begrindet sein. Die Ergebnisse liefern jedoch erste Hinweise auf
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mogliche Assoziationen zwischen Phanotyp und spezifischen Mutationen der Gene ASIP und

TYRPL1.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die hier etablierten Methoden gut geeignet fiir die
Untersuchung der genetischen Komposition von Neuwelt-Camelidae sind. Die Untersuchung
dieser Marker in iberliefertem Material war aufgrund der schlechten DNA-Erhaltung nur fiir

einen geringen Anteil von Proben méglich.

8.3 Variabilitat der untersuchten Neuwelt-Camelidae

Die Nukleotid-Diversititen sind ein Mal} fur die Variabilitait. Der Mittelwert der Nukleotid-
Diversitit fur rezentes Probenmaterial ist 0,009 und fir tbetliefertes Material 0,012. Hsieh et
al. (2001) geben an, dass die gefundene innerartliche Sequenzvariabilitit eines 420 bp langen
Fragmentes des Cytochrom b-Gens, also die Anzahl der gefundenen polymorphen Stellen,
gemessen an der Linge der untersuchten Sequenz, bei 0,25-2,74 % liegt. Diese Werte wurden
in der vorliegenden Studie deutlich uberschritten. Fur phanotypische Alpakas betrug die
Sequenzvariabilitit des Cytochrom b-Gens 6 %, fir Lamas 3 %. Das Cytochrom b-Gen weist
je nach betrachtetem Bereich unterschiedliche Diversititen auf. Im vorderen Bereich sind 17
und im hinteren Bereich 25 unterschiedliche Haplotypen, mit insgesamt 44 polymorphen
Stellen, auszumachen. Dies entspricht einer Sequenzvariabilitit im vorderen Bereich von 13%,
im hinteren Bereich von 16 %. Betrachtet man die Sequenz iiber einen Gesamtbereich von
238 bp so nimmt die Variabilitit ab und betrigt 6 %. Sarno et al. (2001) konnten bei der
Untersuchung von 415 bp des Cytochrom b-Gens 21 Haplotypen allein in Guanakos
unterscheiden. Diese hohen Diversititswerte konnten auf die Anwesenheit unterschiedlicher
Spezies hindeuten, jedoch kénnen solche Variabilititen auch in anderen Spezies beobachtet
werden. Meadows et al. (2005) konnten in Schafen im gesamten Cytochrom b-Gen eine
Variabilitit von 2,78 %, beobachten. FEine Begrindung fiir die hohe Diversitit im Cytochrom
b - Gen scheint die unterschiedlich hohe Mutationsrate des Gens selbst zu sein. McClellan
und McCracken (2001) geben an, dass bei Cetartiodactyla verschiedene Bereiche des cytb
unterschiedlich schnell mutieren. Auch die Rate an nicht-synonymen Mutationen kann stark
variieren. Die Ursache hierfur ist bisher nicht eindeutig geklirt, positive Selektion scheint
jedoch ein wichtiger Faktor zu sein (McClellan und McCracken 2001).

Ein Grund fir die unterschiedliche Sequenzausprigung der betrachteten Gene kénnte in der
Besetzung unterschiedlicher 6kologischen Nischen der Neuwelt-Camelidae liegen. So sind

Vikunjas erst in Hohenlagen von ca. 4000 m anzutreffen, Guanakos und Lamas halten sich
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eher unter 4000 m auf, Alpakas sind in allen Hohenlagen haltbar. Xu et al. (2005) berichten
von einer starken positiven Selektion auf das COI-Gen in Tibetischen Antilopen, die
Sequenzvariationen deuten sie als Hohenadaption. DiRocco et al. (2006) konnten fiir das
COII-Gen der Camelidae eine, gegentiber anderen Cetartiodactyla-Spezies, erhohte
Evolutionsrate feststellen. Es wire also denkbar, dass die gefundenen Unterschiede der vier
Gruppen auf ihre natiirliche Umgebung zurtickzufithren sind.

Ein weiterer Faktor fiir die hohe Variabilitit der mitochondrialen Marker kénnte in der
Geschlechter-Verteilung der Stichprobe zu finden sein. Da Herden in der Regel aus einem
Minnchen und mehreren Weibchen bestehen, konnten tberwiegend nur Haare weiblicher
Tiere (74 %) akquiriert werden. Minnchen stellen sich jedoch durchschnittlich als variabler
heraus als Weibchen. Dies lisst darauf schlieBen, dass die Weibchen lokal zusammen bleiben,
Minnchen jedoch in die Gruppe einwandern (Matrilokalitit). Die hohe Variabilitit ist also

nicht mit dem Vorkommen tiberwiegend weiblicher Individuen in der Stichprobe zu erkliren.

Die reduzierte Variabilitit in den autosomalen STRs lésst sich mit der Herkunft der typisierten
Tiere begriinden. In Abbildung 83 sind, zum besseren Verstindnis, die Heterozygotenraten

fir die einzelnen Standorte dargestellt.
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Abbildung 83: Heterozygotenraten in abhingig zum Standort. Legende: Ges = Gesamt, I. = Lama, A = Alpaka,
V = Vikunja, G = Guanako, G6 = Géttingen, Han = Hannover, Nii = Nirnberg, CH = Schweiz, Mi =
Miinchen, Hal = Halle, Dr = Dresden
Die Zootiere aus Bayern weisen eine reduzierte Heterozygotenrate gegeniiber denen aus
Norddeutschland auf. Die Tiere der privaten Ziichter aus Gottingen und der Schweiz dagegen

wiesen eine deutlich hohere Heterozygotenrate auf. Die Reduktion von Heterozygotenraten

und Imbalancen zwischen der Allelverteilung, wie z.B. Monomorphie in einem Marker,
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konnen ein Hinweis auf eine Populationsexpansion nach einem oder mehren bottlenectk-
Ereignisse sein (Kimmel et al. 1998). Die Zoohaltung fihrt zu einer Reduktion der
Variabilitit. In Alpakas ist der Unterschied zwischen der Zoopopulation und der des Ziichters
aus der Schweiz deutlich zu sehen. Die Tiere aus der Schweiz wurden erst vor kurzer Zeit aus
Peru importiert. Die Ergebnisse fur Alpakas des Zoo Hannover sind vermutlich ein
Stichprobenartefakt, da nur drei Tiere beprobt wurden. Eine dhnliches Phinomen beschreiben
Sarno et al. (2004). Sie beobachteten eine Reduktion der Heterozygotenrate in
sudamerikanischen Vikunjas, die in Wildgehegen leben. Signifikante Werte (p-Wert) in den
Unterschieden zwischen erwarteter und beobachteter Heterozygotenrate werden fur Vikunjas
und Alpakas (p < 0,05) angetroffen. In Abbildung 84 sind die gefundenen p-Werte, zum
besseren Vergleich, graphisch dargestellt.
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Abbildung 84: p-Werte der vier Typen sowie der Gesamtwert
Die Werte der Guanakos sind nicht reprisentativ, da ihre Stichprobe (n=2) zu gering ist. In
allen Markern weichen die Heterozygotenraten unterschiedlich signifikant vom erwarteten
Wert ab. Dies konnte darauf hindeuten, dass die Reduktion der Finzel-Populationen
unterschiedlich stark ausgeprigt war. Vikunjas weisen insgesamt die signifikanteste
Abweichung auf. Hier scheint die Population nach dem bo#tleneck-Ereignis eine geringere
Expansion erfahren zu haben. Dieses trifft auch fir Alpakas zu. In Lamas dagegen scheint
eine Populationsexpansion, die in einigen Markern zu einem Anstieg der Diversitit fiihrte,
stattgefunden zu haben. Dies ist tberraschend, da eine solche Begebenheit fiir beide
domestizierte Typen anzunehmen wire, da sie bis heute geziichtet werden. FEine mogliche
Begriindung konnte hier in der Unterteilung der Spezies nach dem Genotyp im
mitochondrialen Genom liegen. In die genotypische Gruppe ILama fallen auch drei
phinotypische Alpakas, in die Gruppe Alpakas fallen auch drei phinotypische Vikunjas. Es

wire also denkbar, dass beide domestizierten Arten eine Steigerung der Diversitit erfahren
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haben, die mit dem hier gewihlten Verfahren nicht zu detektieren ist. Betrachtet man nur die
phinotypischen Gruppen so weisen Lamas und Alpakas eine dhnliche Gesamt-Variabilitit auf
(0,535:0,515), Vikunjas sind weniger variabel (0,364). Die gefundenen Ergebnisse deuten also
auf ein oder mehrere bottleneck-Ereignis, von denen sich die Populationen nicht vollstindig

erholt haben, da ihre Gesamt-Variabilititen gering sind.

Die Variabilitit mitochondrialer Gene des historischen Probenmaterials ist hoher als die des
rezenten Materials. In ihnen konnten mehr Haplotypen angetroffen werden. Die Anordnung
in sternférmigen Gruppierungen in den Minimum Spanning Netzwerken ist ein Hinweis auf
eine rezente Expansion nach starker Reduktion der Variabilitit (Calafell et al. 2001). Dies
resultiert wahrscheinlich aus dem bottleneck-Ereignis, das durch die spanische Invasion und der
mit ihr verbundenen Ausrottung eines Grof3teils der Tiere hervorgerufen wurde.

In dem tberliefertem Material sind deutlich weniger Vikunja-dhnliche Tiere anzutreffen als
Guanako-dhnliche, dies fihrt zu einer sternférmigen Anordnung der Netwerke des COI- und
Cytochrom b-Gens (s. Kap. 7.2 und 7.3), dass als Artefakt und nicht als Hinweis auf rezente

Expansion verstanden werden muss.

Zusammenfassend war die angetroffene Variabilitit der Tiere deutlich hoher als erwartet. Es
ist zu berticksichtigen, dass die Tiere unterschiedlichen Lebensriumen entstammen und sich
dies in ihrem mitochondrialen Genom als adaptive Sequenzausprigungen widerspiegelt. Die
Ausprigung der Variabilitit in autosomalen Systemen war dagegen reduziert, was auf die
Isolation in Zucht und Zoologischen Girten zurtickgefithrt werden kann. Autosomale STRs
zeigen sich hierbei deutlich schneller reduziert, als die mitochondrialen Gene. Fir die
Camelidae ist anhand des Vergleiches zwischen rezenten und alten Proben ein bottleneck-

Ereignis zu belegen (s. Kap. 7.3).
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9 Diskussion: Speziesidentifikation und Phylogenetik der Neuwelt-Camelidae

Das Ziel der Speziesidentifikation konnte nur in Teilen erreicht werden. Eine Bestimmung
tber die Analyse eines einzelnen Systems war nicht moglich. Die Untersuchung
mitochondrialer Gene erméglichte zwar meist die Unterscheidung von Lamas, Guanakos und
Vikunjas, Alpakas dagegen konnten hidufig genotypisch keiner Spezies eindeutig zu geordnet
werden. Finige Lamas, Guanakos und Vikunjas wiesen ebenfalls Ergebnisse auf, die keine
eindeutige genotypische Speziesidentifikation zulieen. Nur in rund 81% der Referenzdaten
der Datenbank und 70% der in dieser Arbeit untersuchten rezenten Tiere stimmten Phinotyp
und Genotyp tiberein. Diese Ergebnisse decken sich mit denen von Stanley et al. (1994), die
Haplotypen in Lamas und Alpakas identifizierten, die sonst nur in den Wildtypen typisiert
werden konnten. In der vorliegenden Arbeit konnten jedoch auch Fehlbestimmungen von
Vikunjas und Guanakos beobachtet werden. Guanakos wiesen in diesen Fillen nur Lama-
Haplotypen und Vikunjas nur Alpaka-Haplotypen auf. Dies spricht fiir die Abstammung des

Lamas von dem Guanako und des Alpakas von dem Vikunja.

Die Betrachtung des Genflusses zwischen Alpakas und den anderen Spezies in rezenten
Tieren, ergab ein erhohtes Mal3 an Genfluss in mitochondrialer DNA zwischen Alpakas und
Vikunjas, in autosomaler DNA hingegen zwischen Alpakas und Lamas sowie Alpakas und
Guanakos. Dies erméglicht Riickschliisse auf Hybridisierungen von Alpakas. Uberwiegend
scheinen nur Vikunja-Weibchen eingekreuzt zu werden, da diese nur auf mitochondrialer
Ebene in Alpaka-Hybriden nachzuweisen sind. Mitochondrial zeigen Alpakas auch
Haplotypen die in Guanakos und Lamas realisiert sind. Die Kreuzung zwischen minnlichen
Alpakas und weiblichen Lamas und Guanakos kommt demzufolge ebenfalls in Frage, jedoch
konnte kein reger mitochondrialer Genfluss zwischen den in dieser Arbeit untersuchten
Populationen dieser Spezies festgestellt werden. Zwischen Lama, Guanako und Alpaka weist
der autosomale Genfluss auf freie Kreuzung der drei Spezies hin. Vila et al. (2005) geben an,
dass eine groBer Allelrange auf zahlreiche Einkreuzungen wilder Spezies in domestizierte
zurickgeht. Dartiber hinaus geben sie an, dass die Einkreuzung junger mannlicher Tiere
einfacher sei, da diese leichter in Gruppen integriert werden konnten. Auf Alpakas kann dies
nicht uneingeschrinkt tibertragen werden, da diese auch eine Einkreuzung weiblicher Vikunjas
erfahren. Insgesamt zeigten Alpakas immer die hochste Nukleotid-Diversitit in
mitochondrialen Loci und die hochste Variabilitit der untersuchten Tiere in autosomalen
Loci. Dies ist ein weiterer Hinweis auf zahlreiche Einkreuzungen anderer Spezies.

In Lamas konnte sowohl fir mitochondriale als auch fiir chromosomale DNA ein Genfluss

mit Guanakos festgestellt werden. Dies deutet auf Kreuzungen dieser beiden unabhingig vom
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Geschlecht der Tiere. Lamas teilen sich jedoch auch mitochondriale Haplotypen mit Vikunjas
und Alpakas, so dass hier die Einkreuzung weiblicher Alpakas und Vikunjas belegt wird, die
jedoch nicht in den Werten des Genflusses nachweisbar sind. Autosomal kann auch ein
Genfluss zwischen Lamas und Alpakas nachgewiesen werden.

In Abbildung 85 sind diese Beziehungen der Neuwelt-Camelidae untereinander dargestellt.
Gestrichelte Linien bezeichnen hierbei den Genfluss sowie das Kreuzungsverhalten zwischen
den vier Spezies. Gerade Linien zeigen die Abstammungslinie. Der gepunktete Pfeil
bezeichnet den Genfluss der nur aufgrund geteilter mitochondrialer Haplotypen vermutet

wird.

- s 4
/" "'~\
i.l ............ ‘»~“‘\~A \‘

Abbildung 85: Postulierte verwandtschaftliche Bezichung sowie Kreuzungsverhalten zwischen den vier Neuwelt-
Camelidae (niheres im Text)

Die genetischen Distanzen zwischen den vier Gruppen liegen zwischen 0,03 und 0,05. Nach
Johns und Avise (1998) sind alle Spezies, die genetische Distanzen unter 0,06 im Cytochrom b
Gen aufweisen, als congenerisch anzusehen. Des Weiteren geben sie an, dass Schwester-
Spezies Distanz-Werte bis zu 0,14 aufweisen kénnen, gehiuft treten sie jedoch ab Distanz-
Werten von 0,09 auf. Inoue et al. (2007) konnten in Fuchspopulationen Distanz-Werte des
Cytochrom b-Gens von 0,027 ausmachen. In Subspezies der Spezies Cervus elaphus reichen die
Distanz-Werte im Cytochrom b-Gen von 0,04-0,06 (Ludt et al. 2003). Betrachtet man nur die
Ergebnisse des Cytochrom b-Gens der Neuwelt-Camelidae so ergibt sich eine Gesamt-
Distanz von 0,025 - 0,035 (Anwendung zwei verschiedener Distanzberechnungen), fir den
hinteren Bereich des Fragmentes steigt dieser, aufgrund anteilig mehr polymorphen
Positionen bezogen auf die Gesamtlinge des Fragmentes, auf 0,058, im vorderen Bereich liegt
er bei 0,032. Eine Einteilung der Neuwelt-Camelidae in zwei Gattungen ist also, aufgrund der
in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse im Cytochrom b-Gen, nicht haltbar. Diese Daten werden
durch die Ergebnisse der weiteren untersuchten mitochondrialen Gene bestatigt. L.amas und
Alpakas bilden keine eigenen Spezies, da sie Genfluss sowohl zu Guanako und Vikunja als
auch untereinander aufweisen. Sie sind also nicht reproduktiv isoliert und sollten nach dem

biologischen Artbegriff als Varianten angesprochen werden.
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Die Beurteilung der phylogenetischen Beziehung zwischen Vikunja und Guanako ist dagegen
schwieriger. Hier konnte kein Genfluss festgestellt werden. Mayr (2000) gibt an, dass zwei
Populationen die geographisch getrennt leben, als potentiell artbildend gesehen werden
konnen und molekulare Divergenz sowie Nischenanpassung auch unabhingig von
reproduktiver Isolation einsetzen koénnen. Letztendlich sei jedoch genau der Punkt des
Bestehens der Reproduktionstahigkeit das entscheidende Kriterium. Meier und Willmann
(2000) geben an, dass besonders der Zusatz der potentiellen Reproduktion in der biologischen
Speziesdefinition hervorzuheben sei, denn ohne ihn sei geographische Isolation gleichzusetzen
mit reproduktiver Isolation. Folgt man diesen Kriterien streng, so missen Vikunjas und
Guanakos einer Spezies zugeordnet werden. Hs ist jedoch denkbar, dass die existente
geographische Isolation zu einer reproduktiven Isolation fihrt. Eine genetische Isolation
zwischen beiden ist sowohl in den mitochondrialen Genen wie auch auf autosomaler Ebene
nachweisbar. In den typisierten chromosomalen Markern teilen sich beide Gruppen nur sehr
wenige Allele. Dies bedeutet, dass kein genetischer Austausch zwischen beiden Gruppen
stattfindet. Aber das Teilen einiger weniger Allele bedeutet auch, dass genetischer Austausch
zu einem bestimmten Zeitpunkt stattgefunden haben muss, oder sie einen gemeinsamen
Verwandten haben. Der Genfluss zwischen beiden kann fiir mitochondriale DNA mit 0,065
und fir autosomale DNA mit 0,329 angegeben werden. Dies deutet die mégliche Divergenz
zwischen beiden Populationen an. Entweder man begreift diese genetischen Unterschiede als
mogliche geographische Variabilititen, oder sieht beide als zwei Spezies einer Gattung an. Da
jedoch kein Nachweis einer reproduktiven Isolation vorliegt, werden die Zugehdrigkeit zu
einer Spezies und das Begreifen der siidamerikanischen Camelidae als Cline vorgeschlagen.

Als weiteres stlitzendes Element sei daran erinnert, dass die Unterteilung in zwei Gattungen
einzig und allein auf die unterschiedliche Ausprigung der Incisivi beruht. Bet Homo sapiens ist
die Agenese von Zihnen ein variabler Faktor. In rund 20 % der Gesamtbevolkerung tritt die
Agenese eines oder mehrere Zihne auf (Stockton et al. 2000). Besonders hdufig ist die
Agenese der Weisheitszihne. In Bantu-stimmigen Populationen treten in nur 0,2 % Agenese
der Weisheitszihne auf, in indigenen Mexikanern dagegen in 100 % der Fille (Daten aus
Pereira et al. 2005). Eine Einordnung dieser zwei Bevélkerungsgruppen in zwei Spezies erfolgt
trotz allem nicht, viel eher wird dieser Prozess als evolutiv-adaptiv gesehen, der in einigen
Gruppen friher einsetzt als in anderen. Eine solche Beurteilung der morphologischen
Variation der Zihne in Vikunjas, als evolutiv-adaptive Notwendigkeit an die zugingigen
Nahungsquellen, wiirde das hier postulierte Begreifen der Neuwelt-Camelidae als Cline

bestitigen.
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Zusammengefasst kann man sagen, dass sich die Neuwelt-Camelidae durch die Kombination
verschiedener mitochondrialer Gene unterscheiden lassen, die Distanzen zwischen den
Gruppen jedoch nicht ausreichend sind um vier Spezies zu benennen. Bei der Determination
einer der vier Typen (Alpaka, Lama, Guanako und Vikunja), kann der Genotyp vom Phinotyp
abweichen. Dies muss besonders bei der Interpretation der Ergebnisse des tiberlieferten
Materials berticksichtigt werden.

Die vier vorkommenden Typen der Neuwelt-Camelidae wiren nach den vorgestellten Daten
als eine Cline einer Spezies zu bezeichnen. Die Unterteilung in Sub-Spezies wire im Falle der
Guanakos und Vikunjas denkbar. Fur ILamas und Alpakas sollte neben der
Speziesbezeichnung nach ihrer Abstammungsspezies, den Zusatz familiaris als Kennzeichnung

ihres Status als domestizierte Form erhalten.
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10 Interpretation der erzielten Ergebnisse prikolumbischer Neuwelt-Camelidae und

Kontextualisierung dieser mit den Ergebnissen des Gesamtprojektes

Die Ergebnislage fiir Stichproben der Phasen vor Nasca8 ist sehr gering. Die hier getroffenen
Interpretationen beziiglich dieser Phasen sind also unter Vorbehalt zu betrachten, jedoch

geben sie erste Hinweise in bestimmte Direktionen die im Folgenden diskutiert werden.

Résumé der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

Proben aus der Paracas Zeit, reprisentiert durch den Fundort Pernil-Alto und Jauranga,
zeigen nur die Anwesenheit von Lamas. Fur die frithe und mittlere Nasca-Zeit, reprasentiert
durch den Fundort Los Molinos konnten in den Skelettiiberresten neben Lamas auch ein
Guanako, in den Textilien Vikunjas und ein Guanako identifiziert werden. Fir die spite
Nasca-Zeit konnten im Skelettmaterial Iamas, Guanakos sowie Vikunja-Alpaka und
Guanako-Alpaka Mischtypen, in den Textilien Vikunjas, Alpakas sowie Vikunja-Alpaka und
Lama-Alpaka Mischtypen, bestimmt werden. Fur die LIP, reprisentiert durch den Fundort

Chillo, konnten alle vier Typen sowie Vikunja-Alpaka Mischtypen identifiziert werden.

Lamas sind also in allen Knochen- und Zahn-Proben der Fundorte reprisentiert. In textilen
Proben konnten sie jedoch nicht nachgewiesen werden. Demzufolge wurden sie
wahrscheinlich Gberwiegend fir den Verzehr, als Lasttiere oder andere Produkte, wie z.B. ihr
Dung, genutzt. Ihr Fell wurde scheinbar nicht zur Herstellung von Textilien verwendet.
Guanakos sind in der Frith-Nasca-Zeit sowohl in Skelettiberresten als auch in Textilien
nachzuweisen. In der Spit-Nasca sowie der LIP sind sie ausschlieBlich in Skelettiiberresten
anzutreffen. Die Guanakos wurden also in Los Molinos sowohl zum Verzehr o.4d. als auch fur
die Wollproduktion verwendet. In Montegrande und Chillo wurden sie nur noch zum Verzehr
genutzt.

Vikunjas kénnen in Los Molinos (Frih- bis Mittel-Nasca) nur in Textilien nachgewiesen
werden. Dies impliziert einen Import von Vikunja Wolle. In Chillo (LIP) sind sie in den
Skelettiiberresten zu finden. Dies bedeutet, dass hier ein Import der Tiere erfolgte.
Alpaka-Wolle wurde in Montegrande importiert, ein Import der Tiere an sich ist fur den
Fundort Chillo zu belegen.

Das Auftreten von Typen die genotypisch nicht eindeutig zu zuordnen sind, ist fir die
Fundorte Montegrande und Chillo zu belegen. Es kénnten hier Zichtungen vorliegen, die in

rezentem Material nicht mehr anzutreffen sind. Dies belegt sowohl ein botleneck-Ereignis, als
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auch die Wichtigkeit der Untersuchung von historischem  Material in  der

Domestikationsforschung.

Nach Miller und Burger (1995) ist das Vorkommen von wenig Kopf- und Ful3-Knochen ein
Beleg fiir den char’ki-Konsum, das im Hochland produziert und ins Tiefland transportiert
wird (Schlepp-Effekt) (s. Kap. 1.5). Fir alle Tiere jeder Zeitstellung der hier untersuchten
Fundorte sind jedoch Knochen der Autopodien und des Cranium zu finden, so dass kein

Hinweis auf den Import von char’ki vorliegt.

Fir alle Fundort wurden von Proben der Langknochen histologische Schnitte angefertigt. Am
Fundort Chillo sind tberwiegend plexiformer und Mischtypen aus plexiformen und
osteonischen Knochenstrukturen zu identifizieren (s. Abb. 86). Plexiformer Knochen kommt
hauptsichlich in jungen Tieren vor, der im Ubergang zur Maturitit umgewandelt wird
(Herrmann et al. 2007). Es konnte sich bei den in Chillo gefundenen Knochen also
tiberwiegend um Uberreste von jungen Tieren handeln. Eine Hiufung junger minnlicher
Knochen kann ein Hinweis auf vermehrten Verzehr sowie Domestikationsereignisse sein
(Legge 1996). Die mégliche Anwesenheit einer Vielzahl junger Tiere in Chillo gibt also einen

Hinweis auf die Nutzung der Camelidae zum Verzehr.

Das Fertigungsmaterial der Textilien des Fundortes Los Molinos ist ein anderes, als das der
Textilien aus Montegrande. Wihrend in Los Molinos nur Wolle der Wildtypen verarbeitet
wurde, sind in der Wolle aus Montegrande auch domestizierte Spezies vertreten. Dransart
(1991) gibt an, dass Vikunja-Wolle bei den Inkas nur von der elitiren Oberschicht genutzt
wurde. Die Textilien aus Los Molinos stellen also Ausdruck einer besonderen Totenfiirsorge,
durch die Ausstattung mit besonderer Wolle, dar. Dies konnte auf eine Stratifizierung der
Gesellschaft hindeuten. Das Nutzen von domestizierten Spezies zur Textil-Produktion in
Montegrande kann auf einen Bevélkerungsanstieg und einem damit verbundenen héheren
Woll-Bedarf  hinweisen. Der Fundort Montegrande belegt einen Anstieg der

Handelsbeziehungen ins Hochland.

Teilergebnisse des 1 erbund-Projektes “Nasca

Im Rahmen des Gesamt-Projektes konnte belegt werden, dass der Wiistenrand des Palpa-Tals
stetigen Schwankungen unterzogen war (Eitel und Machtle 2006). Bis ca. 1800 v. Chr. lag
dieser sehr niedrig, was fiir die Existenz feuchten Klimas spricht, zwischen 200 v. Chr. und

700 n. Chr. niherte sich der Wistenrand stetig dem Andenrand, erst fiir die Phase zwischen
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1400-1600 n. Chr. (LIP) konnte ein erneuter Riickgang des Wiistenrandes belegt werden. Die
Archiologie belegt, dass zwischen der Phase Nasca 8 und der LIP keine Siedlungen im Palpa-
Tal existierten. Davor unterlag die Region des Palpa-Tals einem dynamischen Umweltwandel,
der mit dem Siedlungswandel korrelierte. Die Siedlungen ILos Molinos und La Mufia
beispielsweise wurden wegen erhohtem Niederschlag und vermuteter Dirreperioden
aufgegeben (Reindel und Isla 2001/2006). Die Bearbeitung der humanen Uberreste des Palpa-
Tals (Fehren-Schmitz in prep.) belegt eine Durchmischung der Populationen mit andinen
Bevolkerungen ab der Nasca-Zeit. In der Initialzeit zeichnen sich die Populationen
Uberwiegend durch die mitochondriale Haplogruppe D aus. In der Nasca-Zeit kommen
daneben in kleinen Anteilen die Haplogruppe A, C und B dazu. Die Haplogruppe B kommt

hauptsichlich in andinen Bevélkerungen vor.

Kontexctualisiernng der Ergebnisse

In der Paracas- und frithen Nasca-Zeit existieren im Palpa-Tal homogene menschliche
Populationen, die jedoch schon einen Austausch mit dem Hochland vollzogen, da bereits die
domestizierten Camelidae-Art Lama nachgewiesen werden kann. Die Nasca-Zeit ist gepragt
durch instabile Umweltbedingungen, gleichzeitig werden die Populationen heterogener. Die
Textilien belegen fir diese Zeit einen Import von Vikunja-Wolle aus dem Hochland. Ihre
Verwendung als Grabbeigaben, der Handel sowie die Bestattungsform (s. Kap. 3.2.3 und
3.2.4) deuten auf eine stratifizierte Gesellschaft hin. Die spite Nasca-Zeit ist gepragt durch die
Auflassung vieler Siedlungen und einem Annihern des Wistenrandes an den Andenrand.
Uber die gesamte Nasca-Zeit ist das Anlegen von Geoglyphen, die als Symbol eines
Wasserkultes verstanden werden, zu belegen (Lambers 2006). In den tierischen Uberresten
sind nun auch Alpakas bzw. Alpaka-dhnliche Individuen anzutreffen. Das textile Material wird
nun auch aus Wolle domestizierter Tiere hergestellt. Dies spricht fir einen Anstieg der
Handelsbeziehungen. In der LIP waren die Umweltbedingungen des Palpa-Tals wieder
geeignet fir eine Besiedlung durch den Menschen. Die dort angetroffenen tierischen
Uberreste zeigen alle Typen der Camelidae, so dass nicht nur die Riickkehr von Menschen aus
dem Hochland, sondern auch intensiver Austausch zwischen Populationen bestanden haben
muss. Die Riickbesiedlung in der LIP separiert zwar die Bevoélkerungen geographisch,

Handelskontakte bleiben jedoch bestehen.

Der Kulturwandel der Region des Palpa-Tals korrelierte stark mit dem Umweltwandel und
Handelsbeziehungen zum Hochland kénnen in allen Zeitstufen belegt werden. Die Wandlung

der Nutzung der Tiere in den spiten Phasen der Nasca-Zeit sowie der LIP, kénnte auch auf
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einen Anstieg der Bevolkerung deuten, der die Nutzung einer hoéheren Anzahl Tiere
erforderte. Eine ansteigende Dependenz der im Palpa-Tal ansissigen Bevolkerung zu andinen
Bevolkerungen wire also denkbar. Dartber hinaus kann der Anstieg von Vikunjas und
Alpakas in den Skelettiiberresten aus Montegrande auch auf eine Wollproduktion vor Ort
hindeuten. Die Ansammlung einer Vielzahl von Knochen unterschiedlicher Camelidae-Typen
in Montegrande, konnte Ausdruck einer Siedlung sein, die Wolle und Fleisch produziert hat.
Damit wire das Auspragen von Spezialisierung an diesem Ort Ausdruck einer stratifizierten
Gesellschaft. Auch wire eine Arbeitsteilung der verschiedenen Siedlungen der Nasca-Zeit
denkbar, so dass in bestimmten Orten spezifische Produkte hergestellt wurden. FEine
eindeutige Klirung der Bedeutung des Fundortes Montegrande ist jedoch ohne Ausgrabungen

nicht moglich.

Fir das Palpa-Tal kann also belegt werden, dass Neuwelt-Camelidae wihrend der Nasca-Zeit
und der LIP wichtiger Bestandteil der Subsistenzstrategie waren. Sie repriasentieren dariiber
hinaus ein kulturelles Gut in ihrer Verwendung als Grabbeigabe und belegen bestehende

Handelsbeziehungen ins Hochland.
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11 Zusammenfassung

Die Rekonstruktion der sozio-kulturellen Begebenheiten (pri-)historischer Populationen ist
zentrales Interesse der Archiologie. Die Kooperation der Geistes- und Naturwissenschaften
bietet hierbei die Moglichkeit der Generierung einer Vielzahl unterschiedlicher Daten iber
Umweltbedingungen,  Subsistenzstrategien und  biologische = Zusammensetzungen  der
untersuchten Populationen. Die Transzendenz der so gewonnenen Erkenntnisse offeriert die
Zeichnung eines zusammenhingenden Bildes der Lebensstrategien und Lebensbedingungen

vergangener Kulturen.

Das Palpa-Tal (Peru) bietet mit einem belegten Siedlungszeitraum von der Initialzeit (1800-800 v.
Chr.) bis zur frithen Zwischenperiode (200 v. Chr.- 600 n. Chr.) sowie einer erneuten Besiedlung
in der spiten Zwischenperiode (LIP, 1000-1400 n. Chr.) die Erforschung eines historischen
Zeitfensters Uber rund 2500 Jahre mit mindestens drei Kulturstufen. Das hier angesiedelte
Forschungsprojekt “NTG Projektverbund Nasca. Entwicklung und Adaption archiometrischer
Techniken zur Erforschung der Kulturgeschichte® zielte unter der Verkntpfung archiologischer
und naturwissenschaftlicher Methodik auf die Rekonstruktion der Umwelt- und Kulturgeschichte
sowie threm Wandel im beschriebenen Zeitfenster ab. Das Teilprojekt der molekulargenetischen
Untersuchung der tierischen Uberreste sollte zur Klirung der Subsistenzstrategie sowie
moglicher Handelsbeziehungen ins Hochland beitragen.

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit den Uberresten von Neuwelt-Camelidae in der
beschriebenen Region. Hierunter fallen neben Skelettresten auch Textilien. Derzeit werden vier
Spezies benannt, das Lama guanicoe und das 1 icugna vicugna als Wildformen sowie das Lama glama
und das Lama pacos als domestizierte Formen. Die Phylogenetik der vier Spezies ist nicht
eindeutig geklirt. Ziel war zundchst die Speziesidentifikation, tber die dann Interpretationen
beztglich dieser Fragestellung ermoglicht werden sollten. Die Bestimmung genetischer
Variabilitit sollte zusitzlich einen Beitrag zur Klirung der phylogenetischen Beziehung der Tiere

leisten und Aussagen beziiglich der prikolumbischen Diversitit ermoglichen.

Zur Methodenentwicklung war zundchst die Gewinnung und Untersuchung eines rezenten
Probenkollektivs notig, da der Wissensstand tiber die Genetik der Neuwelt-Camelidae noch im
Anfangsstadium ist. Es wurden Analysesysteme fur mitochondriale DNA (COI, Nd5 und
Cytochrom b), chromosomale Short-Tandem-Repeats (STRs) und phinotypisch assoziierter Szngle-
Nucleotide-Polymorphisms (SNPs) entwickelt.
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Die Ergebnisse der rezenten Tiere fiir Gene der mitochondrialen DNA sowie der erstellten
Multiplex zur Analyse autosomaler STRs, verdeutlichten die Schwierigkeiten der exakten
Speziesbestimmung sowie der phylogenetischen Problematik. Die nicht vorhandene reproduktive
Isolation der Tiere fiihrt zu einem genetischen Mosaik, so dass Genotyp und Phinotyp sich nicht
immer entsprachen. Alpakas kénnen immer fehlerhaft als Vikunjas, Lamas oder Guanakos
interpretiert werden, Vikunjas auch als Alpakas, Lamas auch als Guanakos und Guanakos auch
als Lamas. Die genetischen Distanzen sprechen fir die Zugehorigkeit der vier Typen zu einer
Gattung. Die Raten an Genfluss zwischen den vier Spezies sprechen fiir eine Abstammung des
Lamas vom Guanako und des Alpakas vom Vikunja. Dartiber hinaus zeigen sie, dass die
Einteilung von Lamas und Alpakas in zwei separate Spezies nicht sinnvoll ist. Auch zwischen
Lamas und Alpakas ist ein Genfluss zu detektieren, so dass auch hier ein weiterer Beleg fiir die
nicht vorhandene reproduktive Isolation existiert. Dies bedeutet jedoch auch, dass Guanakos und
Vikunjas ebenfalls nahe verwandt sind. Hier besteht zwar geographische Isolation, jedoch keine
reproduktive. Es wird vorgeschlagen die Neuwelt-Camelidae als Cline einer Spezies zu verstehen,
in der Vikunja und Guanako eventuell eine reproduktive Barriere aufbauen kénnten, jedoch ist
diese derzeit nicht vorhanden.

Insgesamt zeigten sich die rezenten Tiere in ihrer genetischen Komposition als variabel. Die hohe
Variabilitit in mitochondrialen Systemen lasst sich nur mit der 6kologischen Adaption der Tiere
erkliren. Die Untersuchung phinotypisch assoziierter SNPs erbrachte keine direkten
Korrelationen mit der Fellfarbe. Fur den Marker TYRPI ist eine Assoziation mit der

Gesichtsfarbung denkbar. Der Marker ASIP zeigte keinerlei Assoziation mit Fellfarbausprigung.

Generell zeigte sich eine gute Ubertragbarkeit der entwickelten Systeme auf iiberliefertes Material.
Der Erhaltungszustand der DNA in ihnen ist als schlecht zu beurteilen. Insgesamt konnten nur
21% der Proben erfolgreich analysiert werden. Die DNA-Erhaltung in Knochen- und Zahn-
Material war nur geringfligig besser als in Textilien. Es konnten keine Zusammenhinge zwischen
Liegebedingungen und DNA-Erhaltung festgestellt werden, jedoch sind Zusammenhinge mit
der Lagerung nach der Ausgrabung sowie der verwendeten Firbetechnik der Textil-Produktion
nicht auszuschlieBen. Die Amplifikation von chromosomaler DNA war nur partiell méglich und
lieferte nur Teilprofile fir die untersuchten STRs, so dass hier keine statistische Auswertung
erfolgen konnte.

Die Typisierungsergebnisse der mitochondrialen DNA zeigten eine hohere Variabilitit als rezente
Tiere beziiglich der angetroffenen Haplotypen. Dies bestitigt das bottleneck-Ereignis durch die
spanische Invasion, dass zur Ausrottung eines Grofiteils der Tiere gefiihrt hat und eine

Reduktion der genetischen Variabilitit bewirkte.
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Unter Einbeziechung aller typisierbaren Marker einer Probe wurde eine Konsensusspezies eruiert.
Rund 38 % der Proben konnten als Lamas, 24 % als Guanakos, 16 % als Vikunjas und nur 4 %
als Alpakas angesprochen werden. Dartber hinaus konnten 18 % als Mischtyp aus Alpaka und
einem weiteren Typus bestimmt werden. In Knochen ist der Anteil von Lamas und Guanakos
am Hochsten, in Textilien dominieren Vikunjas, Alpakas und Alpaka-Mischtypen. Dies belegt
eine Nutzung der Lama und Guanakos als Fleischlieferanten oder Tragetiere im Falle der Lamas
und eine iiberwiegende Nutzung von Vikunjas und Alpakas als Wolllieferanten. Am Fundort Los
Molinos konnten lediglich Textilien aus der Wolle von Vikunjas und Guanakos ausgemacht
werden. Dies zeugt von einer besonderen Totenfiirsorge und konnte auf eine stratifizierte
Gesellschaft hindeuten.

Ein Wandel tber die Zeit konnte beobachtet werden. Domestizierte Spezies waren seit der
frithen Nasca-Zeit Teil der Subsistenzstrategie im Palpa-Tal, wo hingegen in der frithen bis
mittleren Nasca-Zeit Uberwiegend Wildformen als Wolllieferant dienten, sind in der spiten
Nasca-Zeit auch domestizierte Formen zu belegen. In den Skelettiberresten zeigt sich in der
spaten Nasca-Zeit die Nutzung aller vier Typen. Dies kann auf einen Populationsanstieg oder
einer zunehmenden Nutzung tierischer Produkte deuten. Die Ergebnisse des LIP-zeitlichen
Fundortes Chillo zeigen die héchste Durchmischung der Typen im Skelettmaterial.

Handel zwischen Hochland und Tiefland ist also fiir den gesamten Siedlungszeitraum zu belegen.
Dieser erfihrt eine Zunahme zeitgleich mit dem Auftreten instabiler Umweltbedingungen. Es ist
also moglich, dass die Palpa-Tal Bewohner gezwungen waren ihre Handelsbeziehungen
auszudehnen, um ihr Uberleben zu sichern. Die Anwesenheit von Vikunja sowie Alpaka-
Mischtypen neben Lamas und Guanakos im Material des Fundortes Montegrande, kénnte auf
Spezialisierung wie z.B. Wollproduktion oder Fleischproduktion hindeuten. In seiner Gesamtheit
sind dieser zunehmende Handel und die mégliche Spezialisierung ein Hinweis auf die Existenz

stratifizierter Gesellschaften. Dies fiigt sich gut in das beobachtete Bild der Archiologen ein.

Die hier gewihlten Methoden ermoglichten die Erfassung einer Vielzahl genetischer
Informationen, die einen Beitrag zur Klirung der Phylogenetik der Tiere leisten konnten.
Dartiber hinaus tragen die Ergebnisse in Kontextualisierung mit denen des Gesamt- Projektes
zur Rekonstruktion der Subsistenzstrategie und sozi-Okonomischen Begebenheiten der (pri-)
historischen Populationen des Palpa-Tals bei. Eine Ausdehnung des Projektes tber die Grenzen
des Palpa-Tals hinaus und eine Fortfihrung der hier begonnenen Erfassung genetischer
Variabilitit tber die Zeit wire wiinschenswert und konnte einen Beitrag zur letztendlichen
Klirung der Phylogenetik der Camelidae und ihrer Domestikations- und Nutzungsgeschichte

liefern.
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13 Appendix

13.1 Verzeichnis der Einheiten und Abktrzungen

& und

(w/v) engl. weights per volume

® rechtlich geschutzt

6-FAM 6-Carbofluorescein

Abb. Abbildung

aDNA ancient DNA

Aufl. Auflage

bp Basenpaare

BSA Bovine Serum Albumin
bzw. beziehungsweise

°C Grad-Celcius

ca. circa

cm Zentimeter

d.h. das heif3t

dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxydytidintriphosphat
dGTP Desoxyaguanosintriphosphat
DNA Desoxyribonukleinsiure
dTTP Desoxythymidintriphosphat
EDTA Ethylendinittrotetraacetat Dinatriumsalz-Dihydrat
engl. englisch

et al. et alii= und andere

etc. et cetera

g Gramm

h Stunden

HEX 6-Carboxyl-2’4’, 7°, 4, 7 —Hexachlorofluorescein
Hrsg. Herausgeber

J.v. h. Jahre vor heute

Kap. siehe Kapitel

kb Kilobasen

m Meter
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Mb

mg

min

ml

M

MM
mM

uM
mt-DNA
n. b.

n. Chr.
nd
NEB
NED™
PAA
PCR

pmol
RFLP
rpm

rRNA

SNP
STR
Tab.

™

. NN.
v. Chr.
z. B.
%

Mega Basen
Milligramm

Minute

Millimeter

Molar

Master-Mix
Milimolar
Mikromolar
mitochndriale DNA
nicht bekannt

nach Christus

nicht definiert
NewEnglandBiolabs
n. b.

Polyacriylamid
Polymerase-Chain-Reaction
potentia hydrogenii

picomol

Restriktionsfragmentlingenpolymorphismus

rounds per minute

ribosomale Ribonukleinsiure
Sekunde

siche
SingleNucleotidePolymorhism
ShortTandemReapeat

Tabelle

engl. trademark

Unit, Einheit fir Enzymaktivitat
tber Normalnull

vor Christus

zum Beispiel

Prozent

gleich
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13.2 Gerite, Chemikalien und Einwegmaterialien

Gerate
ApplePowerMac G4

Demineralisationsanlage Typ LAB-UPW, TKA Wasseraufbereitungsanlagen GmbH

DNA Sequencer Modell 310 mit Genescan Collection Software Version 2.0.2./Sequence
Collection Software, PE Applied Biosystems

DNA Thermal Cycler Typ TC1, Perkin Elmer Cetus
DNA-Extraktor EZ1 Biorobot, Qiagen

DNA-Sequencer Modell 373 Stretch mit Genescan Collection Software 672, PE Applied
Biosystems

DNA-Thermal-Cycler Typ Mastercycler*Gradient, Eppendorf
DNA-Thermal-Cycler Typ Mastercycler*Personal, Eppendorf
Elektrophoresekammer Horizon™1060Bd (11x14cm), Gibco BRL
Elektrophoresekammer Horizon™1060Bd (5x8cm), Gibco BRL

Gel Jet Imager, INTAS

Glaskapillaren 310Capillaties 47cmx50um 5/pkg, PE Applied Biosystems
K10-Anlage EWL 4900/4950 mit 3,2mm Hochgeschwindigkeitsfriser-Aufsatz, KaVo
Kugelschwingmiihle Typ MM2 mit Zirkonium-Mahlbechern, Retsch
LightCycletr® 2.0 Instrument, Roche

LightCyclet® 2.0 Sample Caroussel and Capillary Releaser

LightCyclet® Centrifuge Adapters, Roche

Magnetrithrer Ikamag®RET, Ikamag®Janke und Kunkel Tka-Werk
Prizisionswaage excellence Typ E 1200s, Sartorius

Prizisionswaage research, Sartorius

Quadra 650, Apple Computer Inc.

Stromversorgung Typ ST606 Electrophoresis Power Supply, Gibco BRL
Test-Tube-Rotator, Fa Snijders

Thermoriittler Typ 5437, Eppendorf
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Thermostat Typ 5320, Eppendorf

Trockenschrank, Memmert

Variable Mikroliterpipetten Typ Refernce“4810, Satz 0,5-10ul, 10-100ul, 100-1000ul, Eppendorf
Wasser-Destilliergerit Typ Muldestar, Wagner & Munz

Zentrifuge minispin, Eppendorf

Zentrifuge Typ5402, Eppendorf

Zentrifuge Typ5415, Eppendorf

Zentrifuge Typ5415R, Eppendorf

Chemifalien
1kB-Leiter, Life Technologies

310 10X Buffer with EDTA, PE Applied Biosystems
310 POP-4™Polymer, PE Applied Biosystems
310 POP-6™Polymer, PE Applied Biosystems
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1, 40% (w/v)
Agarose Roti”Ultra Qualitit, Roth

Alconox (Detergenz), Aldrich
Ammoniumpersulfat, ACS grade, Amresco”
Ampuwa”, Fresenius

Aqua bidest, eigene Herstellung

Borsiure, p.a., Merck

Bromphenolblau Natriumsalz, p.a., Serva
CaCl, entwiassert und gepulvert, Merck
Dextran-Blau, Fluka

1,4-Dithiothreit, (DTT)Merck

EDTA (Ethylendinittrotetraacetat Dinatriumsalz-Dihydrat): Titriplex“TIT, Merck

200



Appendix

Ethanol, absolut, p.a., Abgabestelle der Bindesmonopolverwaltung: Zander-Goéttingen,
Nordbrand-Nordhausen (Abfillung Universititklinikumsapotheke, Gottingen)

Ethidiumbromid, wisstige Losung 1% (w/v), 10mg/ml, Serva
Extran®Typ Ap13 alkalisch mit Detergenzien, Merck
Formamid /Deionosiert), AppliedBiosystems
Formamid, Sigma

G2-Puffer, Qiagen

Harnstoff, Rotiphorese®, Roth
High-Dye-Formamid, Applied Biosystems
HPLC-Wasser Lichrosolv®, Merck

Isopropano p.a., Merck

NaCL, ACS Specification, J.T. Becker

Proteinase K, Qiagen

Salzsdure rauchend 37%, Merck

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS), BioUltra, Fluka
TEMED (Tetramethylendiamin), Fluka

Tris, Trizma TM Base, p.a., Sigma

Tris Hydrochlorid (Tris-HCL), ].T.Baker

PCR-Reagenzien und Enzyme

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, 250 units with Buffer II and MgCI2 solution, PE Applied
Biosystems

Ampuwa®, Fresenius

BigDye™ReadyReactionMix, Sequencing Buffer, Applied Biosystems
Exol, New England Biolabs

Light Cycler ® Multiplex DNA Master Hybprobe Kit, Roche
Mineral6l NUJOL, Perkin Elmer Cetus

Qiagen Multiplex Mastermix, Qiagen
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Scfl, NEB4, 10xBSA, New England Biolabs
dATP, dCTP, dGTP, dTTP — Set, Sigma-Aldrich
ShrimpalkalinePhosphatase (SAP), Roche

Kits

ABI PRISM® SNaPshot® Multiplex Kit (SNaPshot® Multiplex Kit, GeneScan™-120 LIZ™
Size Standard) AppliedBiosystems

EZ1 DNA Tissue Kit, Qiagen
Genescan-500™Rox-Kit, Applied Biosystems
NucleoSEQ Kit, MACHEREY & NAGEL

QIAquick PCRMiniElute Kit, Qiagen

Einwegmaterial

Dental-Diamantsigeblitter Typ Diaflex-T H350 220, Horico
Einmaluntersuchungshandschuhe Peha®-safe, Peha®-soft, Hartmann
Eppendorf-Reaktionsgefilie (0,5ml und 2ml) safe-lock, Eppendorf
Gesichtsmasken Surgine face mask, Johnson & Johnson

Kimwipes “Prazisionstiicher, Kimberley-Clark

Kleenex“Tiicher, Kimberley-Clark

LightCyclet® Capillaries, Roche

Parafilm®M, American National Can™

Pipettenspitzen 10ul, Eppendorf

Pipettenspitzen 1ml und 100pl, Sarstedt

Software

Arlequin©Excofﬁer 1998-2007, CMPG, Zoologisches Institut, Universitit Bern
(http://cmpg.unibe.ch/software/atlequin3

DnaSP4.10, DNA Sequence Polymorphism, Rozas et al. , Universitat de Barcelona

Geneious — Research in a Flash, Biomatters
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GeneScanAnalysis™Software3.0, PE Applied Biosystems
Lasergene Software Package, DN AStar Inc.

Light Cycler® Probe Desing 2.0, Roche

Light Cycler” Software 4.1 (Roche)

Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software version 4.0., Tamura K, Dudley ],
Nei M, Kumar S ©1993-2006

SequencingAnalysis™Software3.0, PE Applied Biosystems

13.3 Tabellenanhang

Legende fiir die Tabellen

A= Adenin, C= Cytosin, G= Guanin, T=Thymin, R= A oder G, Y= C oder T, nd= nicht
definiert, *= entspricht Refernzsequenz, -/-=kein Typisierungsergebnis
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Tabelle 73: Einzeltypisierungen des cytb-Gens in rezenten Proben
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Tabelle 73: Einzeltypisierungen des cytb-Gens, Fortsetzung
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Tabelle 74:

Einzeltypisierungen cytb von Extrakten der Knochen- und Zahn-Proben des Fundortes Chillo

SI2IE|g (2|2 (BR824 ]|5(8|S|S|S(2|S|S|8|3(|8|8|8(8]|5

Sl I R i i i i i i i i i i o i i i i i o i O I
Ref Arnason A |T |G |C |A |T |C |T |[C |G |C |T |T |A|T |[A|T |G |[C |T |C |C |A |A [T |G |A |A |C
COA2 11061 nd |nd |* |[* [* [* |* |C |* |* [* [* [C [* |C |C |C |* |* [* [* |* |nd|nd|nd |nd|nd |[nd |[nd
COA2 11061 nd |nd [nd |nd [nd |nd |nd {nd |nd |[nd |[nd |nd [nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd [* |* [|* |* |* [* |* |G |T
COA2 11061 nd |nd |* [* [* [* |* [|* |* |* [* [* [C [* |C |C |C |A |nd|nd [nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd
COA2 110611 nd |C |* |* [* |* [* [* |* [* |* |* |C |nd|nd|nd|nd |nd |nd |[nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd | nd
COA2 08071 nd |nd [nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |[nd |nd [nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |* |[* |* [* |* |* [* |* |G |T
COA2 08071 nd |nd |[* |* [* |* [* [* |* [* |* |* |C |nd|nd|nd|nd |nd |nd |[nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd | nd
COA2 080711 nd |nd [nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd [nd [nd |* |[* S SR T R R RN R RO ROl R
COA2 080711 nd |nd |[* |* [* |* [* [* |* [* |* |* |C |nd|nd|nd|nd |nd |nd |[nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd | nd
COA2 nd|ndlnd[* [* [* [* [* [* [* [* [* [c |[* |c [c [* [* [* [* [* [* [ [* [* [* [* |G |T
COA4 11061 nd | * |* * x|x ¥ |*x [* [C |C [* |C |C |C |A |nd|nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |[nd
COA4 11061 nd |nd [nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd {nd |nd [nd [nd |C |A |* |* |[* |* [|* |* |C [* |* |G |T
COA4 1100611 nd |nd [nd [nd [nd |[nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd |[C [|A i C G |T
COA4 08071 nd |* |* |[* [* [* [|* [* [* |* |* |C |C |nd|nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd
COA4 080711 nd C |C |[nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd |nd |nd |nd | nd
COA4 080711 nd |nd [nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |[nd |nd [nd |nd [nd [nd |C |* |* |* |[* |* [|* |* |C [* |* |G |T
COA4 nd|[* [* [* [* [* [* [* [* [* [* [Cc [Cc |* |Cc |Cc [c |A [* [* [* [* [* [* [c [* |[* |G |T
COA4Ph 08071 |nd |nd |nd [nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd [nd [nd [* [* |* |* |* |* |* [* |*
COA4Ph 080711 |nd |nd |nd [nd |nd [nd {nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd [nd [nd [* [* |* |* |* |* |* [* |[|*
COA4Ph 08071 |nd |nd |* |* |* |[* |[* [|* |[* [* |* |* |C |nd|nd|nd|nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd | nd
COA4Ph 080711 |nd |* |* |* |* |[* [* [|* |[* [* |* |* |C |nd|nd|nd|nd |nd |[nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd | nd
COA4Ph nd |nd |* [* [* [* [|* |* |* |* |* [* |C [nd|nd|nd|nd|nd|nd|nd|* |* |[* |* |* |* |* [* [=*
COA5 11071 nd |* [T [* |[* [* [|* [* [* |* |* |* |* |nd|nd|nd |nd |nd |[nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd
COA5 11071 nd |nd |[nd [nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd [nd |nd |nd |* |* |* |[* |[* [|* [|* |* |* |* [* [|[* [*
COA5 08071 nd |nd [nd |nd [nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd [nd [* [* |* [* |* [|* [|* |* [|* [* [|* [|* |*
COA5 08071 nd |nd |[C |* [* |* [* [* |* [* |* [|* [* |nd|nd|nd|nd|nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd | nd
COA5 080711 nd |nd [nd |nd [nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd [nd [* |[* |* [* |* [|* [|* |* [|* [* |* [|* |*
COA5 080711 nd |nd [nd |nd [nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd [nd [* |* [* |* [|* [|* |* [|* [* [|* [|* |*
COA5 08071 nd |nd [nd |nd [nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd [nd [* |* [* |* [|* [|* |* [|* [* [|* [|* |*
COA5 080711 nd |nd [nd |nd [nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd [nd [* |* [* |* [|* [|* |* [|* [* [|* [|* |*
COAS5 ndnd Y [* [* [* [* [* [* [* [* [* [* |nd|nd|nd[* [* [* [* [* [* [* [* [* [* [+ [* [=*
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Tabelle 74: Einzeltypisierungen cytb von Extrakten der Knochen- und Zahn-Proben des Fundortes Chillo, Fortsetzung

Sl2lg|s g |22 52|52\ 8|15(S|S|S(S|S|E[2(|3|2(2|8(8|8

S I I i i i i i i i i i i i i i i i i i i I i i i I I
Ref Arnason [A |T |G |C |A [T |C |T |C |G |C |T [T |[A |T [A |T |G |C |T [C |[C |A |A |T |G |A |A |C
COAG 11061 [* |* |* |*x > |[* |[* [|* [|* |* |* |* |* [* [* [* |C |* |nd|nd|nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd
COAG 11061 1* [* [* [* [|* [* [* [* [* [* [|* [* [|* [*x [* [*x [* [* |* [x [* |*x [* [|* [* [|* [* [* [*
COAG T106IT [* | * |* |*x > [* |[* |* [|* |* |* |* |* [* [* [* |C |A |nd|nd|nd |nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd
COAG T106IT [ < |* | * |* > [* |[* |* [|* |* |* |* |* [* [* [* |C |A |nd|nd|nd |nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd
COAG6 08071 |nd |nd [nd |nd [nd [nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd |nd [nd |* [* |[* |* |* |* [|* [* [|* [|*
COAG6 080711 |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |C |A |* LR R LI R
COAG6 080711 |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd LI O LR O
COAG6 08071 [* |* |* |* [* |[* |[* [|* [|* |* |* |* |* [* [* [* |C |A |nd|nd|nd |nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd
COA6 x |*x % [* |[* [* [* [* [* [* [* [* [* [* [|* |* [C [A [* [* [* [* [* [* [* [* [* [* [=*
COA7 11061 |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |* |* [* |* |[* O R T T R o
COA7 110611 |nd |nd [nd |nd |nd |[nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd [nd |C [A G |T
COA7 11061 [* |Y |nd |* |[* |[* [* [|* [|* |* |* |* |C [* |[C [C |C |A |nd|nd|nd |nd [nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd
COA70807I |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd |[nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [* |[* |[* [|* [* [|* |* |G |T
COA70807T |[nd |nd |* |* |* |[* |[* [* [|* |* |* |* |C [nd|nd|nd|nd|nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd
COA70807II |nd |C |* [|* |* |* |* % [* (% ([* |* |C |nd|nd|nd|nd|nd|nd|nd|nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd
COA7 * |C [* [* |[* [* [* [* [* [* [* |* |C [* |Cc |c [Cc [A [* [* [* [* [* [* [* |* [* |G |T
COAS8 11061 |* [|* |* [|* |G |* |* |* |T [* [* [* |C * |* [C |A |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd
COA8 11061 |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |* |* |[* [* [* [* [* [|* [|* |*
COA8 110611 |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |C |A |* e
COA80807I |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd | nd * ok |k
COA80807I |nd |[nd |* [|* |G |* |* |* |T [* [* |* |C |nd|nd |nd |nd]|nd |nd |nd |[nd [nd [nd |nd [nd [nd |nd |nd | nd
COA80807II |nd |[nd |* [|* |G |* |* |* |T [* [* |* |C |nd|nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd nd |nd [nd [nd |nd |nd | nd
COAS * |* |* [* |G |* [* [* [T [* |[* |* |C [* |* |* [C [A [* [* [* [* [* [* [* [* [* [* [=*
COA9 08071 [nd |* |* |* |[* |[* |[* [* [|* |* |* |* |* [nd|nd|nd|nd|[nd |nd |nd|nd [nd [nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd
COA9 08071 |nd |nd [nd |nd [nd [nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd [* |[* |* [* |* [A [* |* [|*
COA9 080711 |nd |nd [C |* [|* |* |* [* |* |* [* |* |* [nd|nd|nd |nd |nd [nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd
COA9 080711 |nd |nd [nd |nd |[nd [nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd [nd |* |* |[* |* |[* |[* [|* [* |* [* [* [|* [|*
COA9 08071 |nd |nd [nd |nd |[nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd | nd
COA9 08071 |nd |nd [* |* [|* |[* |* [* |* |* [* |* |* [nd|nd|nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd
COA9 nd | * * |*x |* |* |* [* [* [* [* [* [* |nd|nd|nd|nd|nd[ndl* [* [* [* [* [A [* [* [*
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Tabelle 74: Einzeltypisierungen cytb von Extrakten der Knochen- und Zahn-Proben des Fundortes Chillo, Fortsetzung

dl2lg|slg |2 5| |S(R|T|S(2|2|5(S|S|S(2|S|8(2|3|8(8|8(8|8
Probebxtrakt [F [F |F |F ||| [S (S |F|I|I|S[S[S[3|I|F|I[S[S[3|F|FJS[S[S[3]2
Ref Atnason |[A |T |G |C |A [T (C [T |C |G |C |T |T [A [T |[A |T |G |C |T |C |[C |[A |A |T |G |A |A |C
COA11 11061 |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |C |[A |* |C [T |* |G |G [|* [* |* [* |T
COA11 08071 |nd |nd |nd |nd [nd |* [* |[* |* [|* |* |* [C |* [|* [* |C |A |nd|nd|nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd
COA11 08071 |nd [nd |[nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |[nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |* |* |[* |* [* [* |* [|* |* [|* |[*
COA11 nd |nd |nd [nd [nd |[* [|* [|* |* |* |* [* [C [* [|* |* |C |A |*¥ |[C [T [* |G |G |* |* |* [* [T
COA12 08071 |nd [nd |C |T [* |* [T [C |* |* |T |* [* |nd|nd|nd|nd |nd |nd |nd [nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd |[nd
COA12 08071 |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |C |* |* |C [T |* |G |G |* [* |* [* [*
COA12 080711 |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |C [* |* |C [T |* |G |G
COA12 nd|nd|C |T [* [* |T |C |* |* |T [*¥ [*¥ |[nd|nd|[nd]|C |* |* [C [T [* |G |G |* * |k [ *
COA13 11061 |* |C |* |* |[* |[* |[* [* |* [|* |* |* |C [* [C |[C |C |* |* |* [* [* |nd|nd|nd]|nd |nd |nd |[nd
COA131106I 1* [C I* |* [* [|* [* |* [* |* [* |* [c |I* [c Ic [c I* [* [* [* [|* |* [* [* [* |*x |G |T
COA13 110611 | * | C |* |* |* |[* |[* [* |* [|* |* |* |C [* [C |C |C |A |nd|nd|nd [nd |[nd |nd |nd |nd |nd |nd |[nd
COA13 110611 | nd |nd |* |* |* |[* |[* [* |* [|* |* |* |C [* [C |C |C |A |nd|nd|nd [nd |[nd |nd |nd |nd |nd |nd |[nd
COA13 08071 |nd [nd {nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd [C [A |* [|* |* [|* |* |* |* [* [* |G |T
COA13 080711 [nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd * o * G |T
COA13 08071 |* [|C |* |* |* |* [G [* [|* [|* |* |* |C C [* [C [* nd |nd |nd [nd [nd [nd | nd
COA13 080711 [ * [* [* [* |* [|* [|* [|* |* |* |* C C |[C |C |A |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |[nd

C
C

COA13 08071 [nd |C |[* |* [* |* [* |* |* |* [|* nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd | nd
COA13 * |C [* |* [* [* [* [* [* [*x [* [* * |Cc |lc [c [A [* [* [* [* [* [* |* [* [* |G |T
COA14 11061 (nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd | nd * *
COA14 11061 [nd |* G G G G G G G G G G C |* G G C |A

nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd [nd |nd | nd
* * * * * * * * * *

*

COA14 110611 [nd [nd [nd |[nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |[nd [nd [nd [nd |nd [nd |*
COA14 110611 [nd [nd [nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd [nd | nd | nd
COA14 08071 |[nd [nd [nd [nd [nd |* |* |* |* |* |* [* |C [nd|nd|nd|nd
COA14 08071 [nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd |nd [nd |*
COA14 080711 |nd [nd |nd |nd [nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd

COA14 080711 {nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd |nd |nd | nd
COA14 nd [* [* [* [* [* [* [* [* [* [* [* [c [* [* [* [* [=*

=]
o
*
*
*
*| %
*
*
*
*
*
*
*

=]
o
=]
o
=]
o
=]
o
=]
o
=]
o
=]
o
=]
o
=]
o
=]
o
=]
o
=]
o

*| x| x| %
*| x| x| ¥
*| x| *| ¥
*| x| x| %
*| x| x| %
*| x| x| *
*| x| x| ¥
*| x| x| ¥
*| x| x| %
*| x| x| %
*| x| x| *
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Tabelle 74: Einzeltypisierungen cytb von Extrakten der Knochen- und Zahn-Proben des Fundortes Chillo, Fortsetzung

dl2lg|slg |2 5| |S(R|T|S(2|2|5(S|S|S(2|S|8(2|3|8(8|8(8|8
Probebxtrakt [F [F |F |F ||| [S (S |F|I|I|S[S[S[3|I|F|I[S[S[3|F|FJS[S[S[3]2
Ref Atnason |[A |T |G |C |A [T (C [T |C |G |C |T |T [A [T |[A |T |G |C |T |C |[C |[A |A |T |G |A |A |C
COA151106I |nd [nd |[nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |[nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |* |* [* |* [* [* |* [|* |* [|* |[*
COA15 110611 |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |[nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd [* |[* |* [|* |* |* |[*
COA15 11061 |nd [* |* |* [* |* [* |[* |* [|* |* |* [* |nd|nd|nd|nd |nd |nd |nd [nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd |[nd
COA150807I |nd [* |* |* [* |* [* |[* |* |* |* |* [C |nd|nd|nd|nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |[nd
COA150807I |nd [nd |[nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |[nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |* |* |* |[* |* [* [* [|* [|* |* [|* |[*
COA150807I1 |nd |[* |* |* [* |* [* |[* |* |* |* |* [C |nd|nd|nd|nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd
COA15 nd|[* |* [* [*= [x [|* [* [* [* [* |* [C |nd|nd|nd|nd[nd]* [* [* [* [* [* [* [* [* [* [*
COA171106I 1* [C I* |*x [* [|* [* |* [* |* [* |* [c |* [c Ic [c A [* [* [* |* [*x [* [* * |G |T
COA17 110611 | * |C |* |* |* |* [* [* [A [* [|* |* |C C |C [nd |[nd |nd |[nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd | nd
COA17 11061 |nd [nd |nd |nd [nd |nd [nd |[nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |C [A |* [|* |[* |* [* |* [|* [* |* |G |T
COA17 110611 | nd [nd |nd |nd [nd |nd |[nd [nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd G |T
COA17 110611 |nd [C |* |* |[* |* [|* |[* |* |* |* |* [C |nd|nd |nd |nd|nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |[nd
COA17 08071 |nd [nd [nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd |nd [nd |nd |nd |* |* |* |* |* |* [* |G |T
COA17 08071 [nd [C [* |* [* |* [|* |* |* |* |* |[* |C [nd|nd|nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd [nd [nd | nd
COA17 080711 |nd [nd [nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd [C [* |* [* |* |* |* |* |* [* [* |G |G
COA17 080711 |* |[C |[* |* [* |* [|* |* |* |* |* [* |C [* |[C |C |nd|nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd [nd [nd | nd
COA17 * |C |* [* [* [* * x| * * Cc |* |[Cc |c |c [Aa [* [* [* [* [* [* |* [*x [* [G [T
COA18 11061 |nd [nd {nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd |nd [nd | T |C |T |T |G |* |* x| T
COA18 110611 [nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd [nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |* |G |* * T
COA18 110611 |nd (nd [* |* [* |* |T |C |* |* |T [* |* |nd|nd|nd|nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |[nd [nd [nd [nd |nd
COA18 08071 [nd [nd [nd |nd |nd T |C T nd |nd [nd [nd [nd [nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |[nd
COA18 080711 |nd [nd [{nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd [nd [nd |* |C |T |* |G |G |* [* [* [* |T
COA18 nd|nd|* |[* [* [* |T |C |* |* |T [*¥ |[*¥ |nd|nd|nd|nd|nd|T |[C [T [T |[G |G |* |* |* [* [T
COA19 11061 |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd [nd |aod |* [* |* |* |* |* |* [* [* [* [|*
COA19 110611 |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |C |A |* |* [* |* [* |[* [|* [* |* [* |[*
COA19 110611 | nd [* |* |* [* |* [* |[* |* |* |* |* [C |nd|nd|nd|nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |[nd
COA19 08011 |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |* [* |* [* |[* [|* [* |* [* |[*
COA190801I |nd [nd |C |* |[* |* [* |[* |* |* |* |* [C |nd|nd|nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |[nd
COA19 nd |nd |C [* [* [* * |k | * ¥ |C [nd[nd|nd|C |A |* |* [* [* [* [|* [* |* |* |* [=*
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Tabelle 74: Einzeltypisierungen cytb von Extrakten der Knochen- und Zahn-Proben des Fundortes Chillo, Fortsetzung

T|T T|T|T el T|T|T
CLIYHO == 2B ]« [* |« |+ |« [l S E]* [ E]« [+ |« |+ | €| €| )%
T|T T|T|T el Tg|T|T
ooovﬁA**nn******nnn* Slx |*x |* |*x | || €| E|*
T|T T|T|T el T|T|T
hmovﬂA**nn******nnn* x| % [* |*x | S| S| S|*
T|T T|T|T el T|T|T
mmwvﬂG**nn******nnn* x| % [* |*x | S| S| S|*
T|T T|T|T el glT|=
PSP [ |5 [ S]] % |« [% |« |x |« [ S| S E]* | 2]« |5 |« |+ | €| &| &]%
T|T Tg|T|T el T|T|T
wvovﬁA**nn******nnn* Slx |* [* |*x | S| S| S|*
T|T Tg|T|T el Tg|T|T
mvovﬁAGGnnG*****nnn* Slx |* [* |*x | S| S| S|*
T|T T|T|T el T|T|T
SEWNO |« [« [E] % |« [x [ |« |« [ 2 EE]* | S [« |« |« | 2[E]|E]+
T|T T|T|T el T|T|T
0SO[BS % |« |= [+ [« | B2 S« | E]x |+ [+ |« | 2| 2]«
T|T T|T|T el T|T|T
YOOVU OOl 2 2[Oo ]« [« [x [« |« | B[ 2] 2] | B]« [+ [+ |« | 2| 2| E]*
T|T g|T|T el Tc|lT|T
0CNO |« [« [E]E]% | % [% [« |« |« [ 22 E]* | S [ |« |« | 2[E]| S|+
ae] T|T g|T|T el
ol gl=| el el<]x =]« =] | 2] 2| 2[5 [ [=|x [=|x=| 2|
e T|T e T|T|T sl
4! ST O] =] =1 (O] 18] (8] 18] =1 (8] =1 =T =1 (1 18] [S] (8] [S1 18} [S1 (] B=1 (&
=l k=l ls=l =1 "] g|lg|T(T|T|T T|T ge]
LIS« | 2| 22| &l [« [ SB[ 2EE]* |« [+ |« | B S|« [+ | S|+
sell kel ksell kaoll el g|lT|T|T|T|T T|T el
BSSPYIE|2| 2 2| 2| ]« [ S| 2| B[22 % |« [+ [« | 2| 2]« [+ | ]
sell kel ksell kaoll el g|lT|T|T|T|T T|T el
SsSvll« | 22| 22| al« [« [ S]] 2] =[] 2]% |« |« |« | S| 2]« |« | ]
T|T T|T|T o|T
VSV [ 2 [« [« [« [x [ 22 E]x [x |« |* |O]o]o] E] E|o]|o]o|o
T|T T|T|T T|T
ovmvﬂTnn*****nnn*******nn****
T|T T|T|T T|T
8CSYHO | 2| ||| [x [ 2] 2] 2 [ [ |* |x [x [% | 2] 2] [+ |« |*
T|T T|T|T o|T
9TSVUS | E[ ] [« | [« |« |21 2 E]x [+ | [« |=2|=<|=|E] E|=<]|=<|=]|<
T|T T|T|T o|T
VCSYHOZ 2 % |« [% |« % | S 2] ] [« [+ |* [+ |« [+ | S &S]« |* |« |
T|T T|T|T T|T
LISt gl glo|olo]« [« | gl gl & [« [+ |* [+ |« |+ | S| ]« |* |« |
T|T T|T|T T|T
CISPHO [ B =]« |« [ ]2 E]% [ [« |* |« [+ [« || [% |« |*
T|T T|T|T T|T
vcmvﬂTnn*****nnn*******nn****
T|T T|T|T o|T
N@.E@Ann*****nnn*******nn****
T|T el T|T|T o|T
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Appendix

Tabelle 75: Einzeltypisierungen cytb von Extrakten der Knochen- und Zahn-Proben des Fundortes Montegrande

ProbeBxtrakt | I [ (I [F[F|F|S|Z[(S|F|F|F|S(S[S|S|F|F|F[Z[S|S|F|S|Z[S|S|3|3
Ref Atnason |A |T |G |C |A [T |[C |T |[C |G |C |[T |T |A |T |[A |T |G |[C |T |C |[C |A |A |T |G |A |A |C
GEA112061 |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |[nd |nd |nd |nd |* |* x|k * ok C |* |* G |T
GEA1 12061 |nd |* * * * * * * * * * * * nd |nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd | nd
GEA1 08071 |nd |* |* |[* R o R o * R o C |C |nd |nd [nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd | nd
GEA108071 |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd {nd |nd |nd |nd |nd |nd |C |[* |* * * ok * ok C |* |* G |T
GEA1 nd [* [* [* [* [* [* [* [* [ [* [* |c [* [* [* [* [ [* [ [« [« [ [* [c[* [* [Gg [T
GEA5 08071 |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [* [* |* cC |* |* |G |T
GEA5 08071 |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd [nd |nd |C |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd | nd
GEA5 nd |nd |nd [nd [nd |nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |[nd |nd [nd [nd |nd |nd |[nd [nd |nd |* [|* |* |C |* [* |G |T
GEAG 12061 |* |* [* [|* |* |* |* |* |* |* |* |Cc |C |* |C |C |c [* |* [|* [* |* [|* [|* cl* |* |G |T
GEAG6 12061 |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |* * * * * * C |* * G |T
GEAG6 120611 |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |C [A |* * * * * * C |* * G |T
GEAG6 120611 |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd {nd |nd |nd |nd |nd |nd |[C [A |* * * ok * ok C |* |* G |T
GEAG 12061 | * * * * * * * * * * * C |C |* C |C |C |A |nd |nd |nd |nd [nd |[nd |nd |nd [nd |nd | nd
GEAG 120611 | nd | nd | * * * * * * * * * C |C |* C |C |C |A |nd|nd |nd |nd [nd |[nd |nd |nd [nd |nd | nd
GEAG6 120611 |nd |C |* |* * |k * |k * * |k C |C |nd|nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd | nd
GEA 608071 |nd |nd |* * * * * * * * * C |C |nd |nd [nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd | nd
GEAG6 08071 |* [|* [|* |* * |k * |k * * |k C |C |* C |C |nd |nd |nd |nd |nd |nd {nd |nd |nd |nd |[nd |nd | nd
GEAG6 080711 |nd |nd |* |[* * |k * |k * * |k C |C |* C |C |nd |nd |nd |nd |nd |nd {nd |nd |nd |nd |[nd |nd | nd
GEA6 * |* [* [* [* [* [* [* [« [* [* [Cc |c[* [clclclal* I |« [« [ [* [c[|* [* [ [T
GEA7 12061 |nd |nd |nd {nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd {nd |nd |nd |nd |nd |nd |* |[* |* |* [|* [|* |* |* *
GEA7 12061 |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |[nd |nd |nd |nd |* |* R o R R TR ol ol *
GEA7 120611 |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |[C [A |* * * * * * * * * * *
GEA7 120611 | nd |* |* |* O o ok o |x C |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd | nd
GEA7 08071 |nd |nd |* * * * * * * * * C |* * C |A |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd | nd
GEA7 nd[nd [* [* [* [* [* [* [* [* * [Cc [* [=* C [A [* [* [* [* [* [* [+ [« [* [* [*
GEA8 12061 |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd {nd |nd |nd |nd [nd |C |T [* |G |G |* |[* |* * T
GEA8 120611 |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd {nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd | nd * * * T
GEA8 08071 | nd |* C |T |* * T |C |* * T |* * nd |nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd | nd
GEA80807IL |nd |* |* |T |* |* |T |C |* * T | * * |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd | nd
GEA8 080711 |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |* * C |T |* G |G |* * * T
GEAS8 nd |*¥ |C [T [* |* |T |C |* |* |T |* |* [nd|nd|nd|nd|nd|nd|C [T |* |G |G |* * | * |T
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Appendix

Tabelle 75: Einzeltypisierungen cytb von Extrakten in Knochen- und Zahn-Proben des Fundortes Montegrande, Fortsetzung

dl2lg|s (g2 52|85 (2|2|5(S|S|S(2|S|8(2|3|8(2|8(8]|8
ProbeBxtrakt | | ||| [ [F[F|F|F|JS[S[S|I|I IS (S [S[3|F|F|S[S[S[F|F 2|3
Ref Arnason |A [T |G [C |A |T (C |T |C |G |C [T |[T |[A [T |A |T [G |C |T |C |C |A |JA |T |G |A |[A |C
GEA9 12061 |nd |[nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd [C |* [|* |[* |* [* [|* [|* [* |* [|* |G |T
GEA9 12061 |nd |[nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd |* |[* |* [|* |G |T
GEA9 120611 |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |[nd |nd [C |A |* |[* |* [* [|* [|* [* |* [|* |G |T
GEA9 120611 |* [C |* [* |* [|* |[* |* [|* [|* |* [* |C |* [* |* |[C |A |nd|nd |nd|nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd
GEA9 08071 |nd [nd |C [* |* [|* [* |* |* |* |* [* |C |nd|nd|nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd | nd
GEA9 08071 |nd [nd |C [* |* [|* [* |* |* |* |* [* |C |nd|nd|nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd | nd
GEA9 080711 |nd [nd |* [* |* [|* [* |* [|* |* |* [* |C |* [C |C |nd|nd|nd |nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd | nd
GEA9 080711 |* |[C |* [* |* [|* [* |* [|* |* |* [* |C |* [C |C |nd|nd|nd |nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd | nd
GEA9 * [c [* [« [ [« [« [ [« [* [« [* [c [* [c clc A [« [* [* [« [« [« [« [* [* [Gg [T
GEA10 12061 |nd |[nd |nd [nd |nd |[nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd |[nd |nd [nd | nd LR O O O * * |
GEA10 08071 |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd [* |[C |T [* |G |G [* |* [|* |* |T
GEA10 08071 |nd |* |* [* |* [|* [* |* [|* |* |* [* |C |nd|nd|nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd | nd
GEA10 080711 |nd |nd |nd [nd |nd [nd [nd |nd |nd |[nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [* |[* |* R R R o O O O Rl o
GEA10 080711 | nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd [* [* |* [* |* |* |* |* |*
GEA10 080711 | nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd | nd koo f ek ek ok ok ok ok ok K
GEA10 nd[* [* [* [* [* [* [* [* [* [* [* [C [adl[nd[nd[* [* [* [* [* [* [+ [* [* [* [* [+ [=*
GEA13 12061 |nd |nd |nd |nd |nd [nd {nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |[* |[C [T [* |G |G |* |* |* |* |T
GEA13 120611 |nd |nd |nd |nd |nd [nd {nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |C [A |[* [C [T [* |G |G |* |* |* |* |T
GEA13 08071 |nd |nd |nd |[nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [* |* |[* [* |* [* |* |* |* [|* |*
GEA13 nd [nd |[nd |nd [nd |nd [nd |[nd |[nd [nd |nd [nd |[nd |nd [nd |[nd [C [A |* |C |T |* |G |G [|* |* |* [* |T
GEA15 12061 |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd [nd [nd |* [* |* |* |* |* |*
GEA15 120611 | nd |nd |nd |[nd |nd [nd [nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd [A |[* |* |* [* R OR OR ROR o Ok
GEA151206I1 | nd |nd |* |* |* |[* |[* [|* [|* [* [|* |* |C |* |* [* |C |A [nd|nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd
GEA15 08071 |nd | nd C |nd |nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd [nd |nd
GEA15 ndlnd[* [* [* [* [* [ [* [* [* [* [c [* [* [* [c JA [* [* [* [* [+ [* [* [ [* [+ [=*
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Appendix

Tabelle 76: Einzeltypisierungen cytb von Extrakten aus Knochen- und Zahn-Proben der Fundorte Jauranga, Los Molinos, La Mufia und Pernil Alto
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Appendix

Tabelle 76: Einzeltypisierungen cytb von Extrakten aus Knochen- und Zahn-Proben der Fundorte Jauranga, Los Molinos, La Mufia und Pernil Alto, Fortsetzung
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=i =i L e L e L e =i =i L e L e =i =i =i L e L e =i =i =i L e L e =i =i L e L e L e =i =i L e L e L e

Ref Atnason |A |T |G |C |A |T |C [T |C |G |(C |T |T |[A |T |[A |T |G |[C |T |C |[C |A [A |T |G |[A |A |C

MSA30 110611 | * |* |* |* |[* |* |[* |[* [* [* [|* |* |* |nd|nd|nd|nd|nd|nd |nd |nd |[nd |[nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd
MSA30 08071 |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |{nd [nd [nd |nd [* [* |* |* |* |* |* |* |[*

MSA30 08071 |nd |* |* |* |[* |* |[* [* [* [* [|* |* |* |nd|nd|nd|nd|nd|nd |nd |nd |[nd |[nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd
MSA300807II |nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd [nd |nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [* [* |[* |[* [|* [* [* |* [|* |* |* |G |T
MSA30 080711 |nd |nd |nd |nd [nd [nd |nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd R o R LT S R R ROl RoR o
MSA30 nd [* [* [* [=* * |x |* |* [x |% |*x [* |*x [*x |* |* |[=* * | % |* |k [x |* [*x [x |*
* |* |* |* [|*x |* [|*x [|*x |=*

MSA31 11061 |nd [nd
MSA31 08071 |nd |*

MSA31 080711 | nd
MSA31 080711 |nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd [nd [* |* [* |* |* [* |* [|* |* [|* [|* |* |*
MSA31 nd |* |* |* [* % [|*x |* % |* % [|* |C |nd|nd|nd|nd|nd|nd|[nd|* |* |[* |* [|* [* % [*x [
MAA101304 |nd |[nd |nd [nd [nd |n |[nd |nd |nd [nd |nd |nd [nd |nd [nd|nd |* [* |* [* [* [|* [* |* [|* [* J%
AOAS8 0707 nd | ¥ [* [* [* [k |* &k fx px px )% )% Ind [nd [nd [nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd
AOAS8 0707 nd | ¥ [* [* [* [k |* &k fx gk px )% )% Ind [nd [nd [nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd [nd
AOAS 1810 nd |nd [nd |nd [nd |nd |[nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd |nd [* |[* |* |[* |* [|* |[* |* [|* [|* |* [* |*

AOAS8 1810 nd |nd |nd |nd [nd |nd [nd |nd [nd |nd [nd |nd [nd |nd |nd | nd
AOAS nd [* [* [* [* [* [* [* [* [* [* [* [* |ndl|nd|nd|* [* |* [* |[* [* [* [* [* [* [* [|* |=*

*|B
ol

*
nd |[nd [n |nd [nd [nd [nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd [nd [nd
* |*x |* [* |* [|* [*x |* |=*

*
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Appendix

Tabelle 77: Einzeltypisierungen cytb von Extrakten der Textilien des Los Molinos
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Tabelle 78: Einzeltypisierungen cytb von Extrakten der Textilien des Fundortes Montegrande
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Tabelle 79: Einzeltypisierunggsergebnisse rezenten Materials im Gen COI
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Tabelle 79: Einzeltypisierunggsergebnisse rezenten Materials im Gen COL, Fortsetzung
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Tabelle 80: Einzeltypisierunggsergebnisse des Gens COI in Extrakten des historischen Materials

g
x <
S o |s|els|el|elz|elgl| £
0 S|II|I|I[E[E|F|I|IF
Fundort | Referenz C |[A [T [A |C |G |T |C |C [LA1
Chillo | COA2 0807 |* [* |* |* [ JA [* |* |* [G1
080711 | * * * * * A | * * * G1
COA4 08071 [ |x [+ [x | |[A [* |T [* |G2a
0807II[* | [* [« | |[A [* |T [* |G2a
COA4ph | 08071 [* [* [* [* [* [|x |*x |* [* |LAl
0807IL [* [ [* [x [|x [*x [x [*x [*x |LA1
COA5 08071 | * * * * * * * * * LA1
0807II |+ |+ [x | x| [x |x [* |LA1
COAG 08071 |+ |+ |* |=x [x [*x [*x |[*x [*x |LA1
080711 | * * * * * * * * * LA1
COA7 08071 | * * * * * A | * * * G1
COAS8 08071 |* |* |* |G [* [* [* [* |* |LG1
0807II[* |x [* [G |* [*x [x [|* [*x |LG1
COA9 08071 [* [ [* [x |* [*x [x [*x [*x |LA1
0807II [« | [* [ |* [*x [x [*x [x |LA1
COA11 |[08071 |* * * * * * * * * LA1
COA12 [08071 [* [* [ | [|* |A |* |T |T |AV1
08071 |* |* |* |* [* [A [* [T |T |AV1
COA13 08071 | * * * * * A * * * G1
0807IL | * [* |+ |* [ JA [* |* |* [G1
COA14 |[0807L |* ([* [*x |G |* |* |* |* [* |LGI
0807II[* |* [* [G |* |[*x [x [|* [*x |LG1
COA15 |[08071 |* * * * * * * * * LA1
COA17 |08071 |* * * * * A | * * * G1
COA18 [0807I |* ([* [x [*x |* |A |C |T |T [AV3
0807IL|* [* |* |* [*x |A |C [T |T [AV3
COA19 [08071 [* [* [* |[* [|* [|* |* |* |T |LA2
0807IL | * [* [* [* |[* [* |* |* |T |LA2
COA20 [08071 [* [* [ ([ [* |A |* |T |T |AV1
08071 | * |* |* |* [* [A [* [T |T |AV1
COA21 |08071 |* * * * * * * * * LA1
COA25 08071 | * * * * * * * * * LA1
0807IL [* | [* [x |* |[*x [x [*x [x |LA1
Monte- | GEA5 08071 |* |* |* |G [T |[* [* [T |* |LG2
grande 08071 [* [* [|* (G IT |[* [|* |T [* |LG2
GEAG6 0807 |* [* |* |* |[* JA |* [T |* |G2a
08071 | * |* |* |* [ [A [* |T |* |G2a
GEA7 08071 | * * * * * * * * * LA1
GEAS 08071 |* |* |* |* [* [A [* [T |T |AV1
0807IL | * [* |+ |* [x |JA [* |T |T [AV1
GEA9 08071 [* | [*x [x |* [A [|*x [* [*x |G1
0807IL | * [* |+ |* [ JA [* |* |* [G1
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Tabelle 80: Einzeltypisierunggsergebnisse des Gens COI in Extrakten des historischen Materials, Fortsetzung

¥
4 g
Eolglelz|e|Elel|sle| &
o HII|F|I|F|[I|F[I|F|
Fundort | Referenz cC [A [T [A |[C |G |T |C |C |LA1
Monte- [ GEA10 [08071 |=* g5 & G |* & & & & LG1
grande 080711 |* [* [*x |G [« [* [+« [* [|* |LG1
GEA15 08071 [+ [+ [* [G [* [* [*x |*x |* |LG1
080711 |* [*x [x |G [« [* |« [* [|* |LG1
Jauranga JAA29a 08071 | * &S & G |* o * * * | LG1
0807IL[* |x |[x |G |* [*x [|* [*x |* |LG1
JAA29b |0807L |* |* [* |G |* |* [* [* |* |LGI
0807IL[* |x |[x |G |* [*x [|* [* |* |LG1
JAA29¢ 08071 |* [*x [*x |G [+ [* [« [* [|* |LG1
080711 |* [* [*x |G [« [* [« [* [|* |LG1
Los MSA2 08071 |* [* |* |* [|*x |* |[*x |*x |* [LA1
Molinos 080711 [« |+ |+ |x |x [x |[*x [x [|*x [|LA1
MSA29 08071 |* * * * * * * * * LA1
0807IL [* |x [x [x [|*x [x [|*x [*x [*x |LA1
MSA31 08071 | * * * * * A * * * G1
0807IL [ |= [« [x |*x [A |* [*x [|*x |G1
Pernil [ A0AS 08071 [* |* |Cc |G |* |* [* [* |* |LG3
Alto 080711 |« [* |c |G |* [* |*x [« |* [1LG3
Los MST7a |2 T |G |* |* |* |A [* [T |T |VI
Molinos 4 T IG |* |* |* |A [* [T |T |V1
Monte- |GET7a |1 * [k % |x [x |x [x [x |*x [LA1
grande 2 * [k % |x % |x |[x [x |x [LA1
GET9d |2 e 1 [Aar T [T |AVI
5 ok x|k [*x JA |* |T |T [AV1
GET13a |2 PR 1 [Aax T [T |AVI
3 ok x|k [*x JA |* [T |T [AV1
GET 13f 3 * * * * * * * * * T.A1
4 « |x [x =[x [x |x [x [x [|LA1

220



Appendix

Tabelle 81: Einzeltypisierungsergebnisse des Nd5-Gen in Extrakten rezenten Materials
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Tabelle 81: Einzeltypisierungsergebnisse des Nd5-Gens in Extrakten rezenten Materials, Fortsetzung
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Tabelle 82: Einzeltypisierungen des Nd5-Gens in Extrakten des historischen Materials
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COAG

COAS

COA9

COA11

COA12

COA13

COA14

COA15

COA18

COA19

COA20

COA21

COA25

GEAG

GEAS

GEA10

GEA15

JAA29b_| 08071

JAA29c

Fundort
Chillo

Monte-

grande

Jauranga | JAA29a
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Tabelle 82: Einzeltypisierungen des Nd5-Gnes in Extrakten des historischen Materials, Fortsetzung
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MST13e

GET9d

GET 13f| 3

Fundort

Los
Molinos
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Tabelle 83: Polymorphismen des 12stRNA-Gens in Extrakten rezenter Proben, vorderer und hintere Bereich,

2xanalysiert
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Referenz

Tall/II
Ta21/I11
TLa31/I1
Ta41/11
TLa51/11
TLa6 /11
Ta71/11
1a81/11
1a91/11

Ta 10 I/11

Gua 1 I/II | *
Gua 2 I/1I | *

Gua 3 1/11 | *
Alp1 1/11

Alp2 1/11

Alp3 /11

Alp4 /11

Alp5 1/11

Alp6 1/11

Alp7 /11

Alp8 1/11

Alp9 1/11

Alp10 I/11 | *

Alpl1 I/11| T
Alp12 /11| T

Alp13 I/11 | *

Alpl4 /11 | *
Vicl I/11

Vic2 1/11

Vic3 1/11

Vic4 1/11

Vic5 1I/11

Vic6 1/11

Vic7 1/11

Vic8 1/11

Vic9 1I/11

Vicl0 I/1I | *

Vicll I/11 | *
Vicl2 I/1I | *

Vicl3 I/11 | *

Vicl4 I/11 | *

Vicl5 I/11 | *

Vicl6 I/11 | *
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Tabelle 84: Proben die nicht reproduziert werden konnten

Probennummer | Amplifikationszeitraum | Fragment | putativ Spezies
GET2d Jul07 5 n.d.

GETA4lle Nov05 2 n.d.

GET411d Jun07/Jul07 5/5 n.d.

MST5a Aug06 2 n.d.

MST5e Nov05/]Jul07 2/5 Alpaka/n.d.
MST9b Jul07/Okt06 2/2 Vikunja/Lama
MST16d Nov05/Jan06 2/2 Alpaka/Vikunja
MST17f Nov05 2 n.d.

MST19a Nov05/Mar06 2/2 n.d./n.d.
MST22a Jul07 2 n.d.

MST24b Jul06/Okt06 2/2 Alpaka/Vikunja
MST24e Jul07 2 n.d.

MSA10 Nov05 2 Lama

JAA2 Nov06 2 n.d.

JAAG Nov05 2 n.d.

MAA10 Aug06/Apr07 2/5 Alpaka/Mischtypus
COA16 Sep06/Dez07 2/COI Lama/Lama

Tabelle 85: Typisierung der Mikrosatellitenmarker in Extrakten historischen Materials

VOLP10 1.gU52 VOLPO03 LCAGG VOLPG7 1.gUGS8
COA2 110611 /8 -/- _/- -/- /- _/-
COA2 08071 A -/- -/- /- /- /-
COA2 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
COA4 110611 3/6 -/- -/- _/- /- _/-
COA4 08071 -/- -/- -/- _/- /- /-
COA4 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
COA4Ph11061 7/11 10i30/- -/- _/- /- _/-
COA4Ph08071 -/- _/- -/- /- _/- /-
COA4Ph -/- -/- -/- -/- -/- -/-
COA5 110611 -/- 5/8 -/- 13/- _/- /-
COA5 08071 -/- _/- _/- /- /- /-
COA5 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
COAG 110611 7/- 4/9 -/- _/- _/- 16/-
COA6 08071 7/- 9/- -/- _/- 6/8 _/-
COAG 7/- 9/- -/- _/- _/- _/-
COA7 110611 4/7 10/11 -/- _/- _/- /-
COA7 08071 -/- _/- _/- /- /- /-
COA7 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
COAS8 110611 7/8 8/- -/- 19/- _/- 18/-
COAS 08071 7/- 9/- 20/- -/- 6/9 /-
COA8 7/- -/- -/- -/- -/- -/-
COA9 110611 -/- -/- -/- _/- 9/- _/-
COA9 08071 -/- -/- -/- _/- /- /-
COA9 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
COA11 110611 3/- -/- -/- -/- /- _/-
COA1108071 A -/- -/- /- /- _/-
COA11 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
COA12 110611 6/- -/- -/- _/- /- _/-
COA12 08071 -/- _/- _/- _/- _/- /-
COA12 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
COA13 110611 3/7 5/7 -/- -/- _/- _/-
COA13 08071 7/- 7/- 19/- _/- 6/- _/-
COA13 7/- 7/- -/- _/- _/- _/-
COA14 110611 -/- 6/7 -/- _/- /- /-
COA14 8071 -/- _/- _/- /- /- /-
COA14 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
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Tabelle 85: Typisierung der Mikrosatellitenmarker in Extrakten historischen Materials, Fortsetzung

VOLP10 LoU52 VOLP03 LCAGG6 VOLP67 LoU68
CO15 110611 3/4 6/- 7/- -/- 12/- /-
COA15 08071 -/- - -/- /- /- /-
COA15 -/~ -/- -/~ -/~ -/~ -/~
COA17 110611 -/- 13/- -/- 9/12 /- /-
COA17 08071 7/- -/- -/- /- 6/7 /-
COA17 -/~ -/~ -/~ -/- -/- -/~
COA18 11061 4/7 5/7 == == 11/- 14/16
COA18 08071 -/- - -/- /- /- /-
COA18 -/~ -/~ -/~ -/~ -/~ -/~
COA19 110611 7/- 4/7 9/- -/- /- /-
COA19 08071 -/- -/- -/- /- /- /-
COA19 -/~ -/- -/- -/- -/- -/-
COA20 110611 3/- 4/6 -/- -/- 8/13 /-
COA20 08071 -/- v -/- -/- /- /-
COA20 -/~ -/~ -/~ -/~ -/~ -/~
COA21 110611 -/- 4/- -/- -/- /- /-
COA21 08071 -/- -/- -/- -/- /- /-
COA21 -/~ -/~ -/~ -/~ -/~ -/~
COA25 110611 2/8 10/- -/- -/- 7/- /-
COA25 08071 -/- v -/- -/- /- /-
COA25 -/~ -/~ -/~ -/~ -/~ -/~
GEA5 120611 8/- 5/- -/- -/- 4/- /-
GEA5 08071 -/- -/- -/- -/- /- /-
GEA5 -/~ -/~ -/~ -/~ -/~ -/~
GEAG 120611 4/7 8/- 8/- -/- -/- /-
GEAG 08071 7/- 8/- 19/- == == 6/11
GEAG 7/- 8/- NE -/- /- /-
GEA7 120611 4/7 9/10 -/- -/- 16/- 17/-
GEA7 08071 -/- -/- -/- /- /- /-
GEA7 -/~ -/- -/~ -/~ -/- -/-
GEA8 120611 8/- /1 NE -/- /- 17/-
GEAB 08071 -/- - -/- /- /- /-
GEAS8 -/~ -/~ -/~ -/~ -/~ -/~
GEA9 120611 7/- 10/11 -/- -/- /- 9/-
GEA9 08071 -/- -/- -/- /- /- /-
GEA9 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
MSA2 110611 8/- 7/- -/- 22/- 18/- 16/-
MSA2 08071 -/- e -/- -/- /- /-
MSA2 -/~ -/~ -/~ -/~ -/~ -/~
MSA29110611 2/7 8/- -/- -/- 16/- 11/-
MSA29 08071 7/- -/- 20/- -/- /- /-
MSA29 7/- -/- -/- -/- /- /-
MSA31 110611 2/- 7/8 -/- -/- /- /-
MSA31 08071 -/- e -/- -/- /- /-
MSA31 -/~ -/~ -/~ -/~ -/~ -/~
JAA292 0107 4/- 4/5 -/- -/- 19/- /-
JAA29a 08071 -/- -/- -/- -/- /- /-
JAA29a -/- -/- -/~ -/~ -/~ -/~
JAA29b 0107 7/- /1 18/- -/- /- /-
JAA29b 08071 -/- -/- -/- /- /- /-
JAA29D -/- -/- -/~ -/~ -/- ks
JAA29¢ 0107 3/7 /10 -/- -/- 14/- /-
JAA29c 08071 -/- -/- -/- /- /- /-
JAA29c -/- -/- -/~ -/~ -/~ -/~
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Tabelle 86: Einzeltypisierungen der Mikrosatelliten in Extrakten rezenten Materials

Extrakt | VOLP10 LgU52 VOLPO03 | LCA66 | VOLP67 | LgU68
Lal I 7/- 9/- 20/22 -/- -/- 13/-
Lal I 7/- 9/- 20/22 -/- -/- 13/-
Lal 111 7/- 9/- 20/22 13/- -/- 13/-
Lal 111 7/- 9/- 20/22 -/- -/- 13/-
Lal 7/7 9/9 20/22 -/- -/- 13/13
La2 I 7/- 8/- 20/- 13/- 11/12 11/13
La2 I 7/- 8/- 20/- 13/- 11/12 11/13
La2 111 7/- 8/- 20/- 13/- 11/12 11/13
La2 111 7/- 8/- 20/- 13/- 11/12 11/13
La2 7/7 8/8 20/20 13/13 11/12 11/13
La3 I 7/- 8/9 20/- 13/- 14/15 13/14
La3 I 7/- 8/9 20/- 13/- 14/15 13/14
La3 111 7/- 8/9 20/- 13/- 14/15 13/14
La3 111 7/- 8/9 20/- 13/- 14/15 13/14
La3 7/7 8/9 20/20 13/13 14/15 13/14
La4 1 7/- 8/9 20/- 13/15 11/16 13/20
La4 1 7/- 8/9 20/- 15/- 11/16 13/20
La4 111 7/- 8/9 20/- 15/- 11/16 13/20
La4 111 7/- 8/9 20/- 13/15 11/16 13/20
La4 7/ 8/9 20/20 13/15 11/16 13/20
La5 1 7/- 8/- 20/- -/- -/- -/-
La5 1 7/- 8/- 20/- -/- -/- -/-
La5 111 7/- 8/- 20/- -/- 11/- -/-
La5 111 7/- 8/- 20/- -/- -/- 14/-
La5 7/7 8/8 20/20 -/- -/- -/-
La6 I 7/- 8/10 20/21 11/13 12/16 11/13
La6 I 7/- 8/10 20/21 11/13 12/16 11/13
La6 111 7/- 8/10 20/21 11/13 12/16 11/13
La6 111 7/- 8/10 20/21 11/13 12/16 11/13
La6 7/7 8/10 20/21 11/13 12/16 11/13
La8 I 7/- 8/- 22/- 15/- -/- 13/-
La8 I 7/- 8/- 22/- 15/- -/- 13/-
La8 111 7/- 8/- 22/- 15/- -/- 13/-
La8 111 7/- 8/- 22/- 15/- -/- 13/-
La8 7/7 8/8 22/22 15/15 -/- 13/13
La9 6/7 8/10i30 20/- 13/- 10/- 22/-
La9 6/7 8/10i30 20/- 13/- 10/- 22/-
La9 111 6/7 8/10i30 20/- 13/- 10/- 22/-
La9 111 6/7 8/10i30 20/- 13/- 10/- 22/-
La9 6/7 8/10i30 20/20 13/13 10/10 22/22
Lal0 1 7/- 8/9 -/- -/- -/- 17/-
Lal0 1 7/- 8/9 -/- -/- -/- 17/-
Lal0 111 7/- 8/9 -/- -/- -/- 17/-
Lal0 111 7/- 8/9 -/- -/- -/- 17/-
Lal0 7/7 8/9 -/- -/- -/- 17/17
Alpl 1 7/- 8/10 8/23 14/- 16/- 13/20
Alpl 1 7/- 8/10 8/23 14/- 16/- 13/20
Alpl 111 7/- 8/10 8/23 14/- 16/- 13/20
Alp1 111 7/- 8/10 8/23 14/- 16/- 13/20
Alpl 7/7 8/10 8/23 14/14 16/16 13/20
Alp2 I 7/- 10i30/- 8/- 13/22 13/- 13/-
Alp2 I 7/- 10i30/- 8/- 13/22 13/- 13/-
Alp2 111 7/- 10i30/- 8/- 13/22 13/- 13/-
Alp2 111 7/- 10i30/- 8/- 13/22 13/- 13/-
Alp2 7/7 10i30/10i30 8/8 13/22 13/13 13/13
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Tabelle 86: Einzeltypisierungen der Mikrosatelliten in Extrakten rezenten Materials, Fortsetzung

Extrakt | VOLP10 | LgU52 | VOLPO3 | LCAG6 | VOLP67 | LoU68
Alp3 I 7/- 10i30/- 8/- /- /- 13/-
Alp3 I 7/- 10i30/- /- /- 16/- 13/-
Alp3 il 7/- 10i30/- /- /- /- 13/-
Alp3 il 7/- 10i30/- /19 /- /- 13/-
Alp3 7/7 | 10i30/10i30 | -/- -/- -/- 13/13
Alp4 I 7/- 10/- 23/- 14/- 17/- | 13/20
Alp4 I 7/- 10/- 23/- 14/- 17/~ | 13/20
Alp4 111 7/- 10/- 23/- 14/- 17/~ | 13/20
Alp4 111 7/- 10/- 23/- 14/- 17/~ | 13/20
Alp4 7/7 10/10 23/23 | 14/14 | 17/17 | 13/20
Alp5 I 7/- 8/- 8/21 | 12/22 | 17/- | 13/20
Alp5 I 7/- 8/- 8/21 | 12/22 | 17/- | 13/20
Alp5 I 7/- 8/- 8/21 | 12/22 | 17/- | 13/20
Alp5 I 7/- 8/- 8/21 | 12/22 | 17/- | 13/20
Alp5 7/7 8/8 8/21 | 12/22 | 17/17 | 13/20
Alp6 I 7/- 8/9 19/20 | 13/- 17/- | 18/22
Alp6 I 7/- 8/9 19/20 | 13/- 17/- | 18/22
Alp6 111 7/- 8/9 19/20 | 13/- 17/- | 18/22
Alp6 111 7/- 8/9 19/20 | 13/- 17/- | 18/22
Alp6 7/7 8/9 19/20 | 13/13 | 17/17 | 18/22
Alp7 I 7/- 8/- 21/- | 11/16 | 13/- | 18/22
Alp7 I 7/- 8/- 21/- | 11/16 | 13/- | 18/22
Alp7 I 7/- 8/- 21/- | 11/16 | 13/- | 18/22
Alp7 I 7/- 8/- 21/- | 11/16 | 13/- | 18/22
Alp7 7/7 8/8 21/21 | 11/16 | 13/13 | 18/22
Alp8 I 7/- 8/9 21/22 | 12/16 | 13/- | 18/22
Alp8 I 7/- 8/9 21/22 | 12/16 | 13/~ | 18/22
Alp8 111 7/- 8/9 21/22 | 12/16 | 13/~ | 18/22
Alp8 111 7/- 8/9 21/22 | 12/16 | 13/~ | 18/22
Alp8 7/7 8/9 21/22 | 12/16 | 13/13 | 18/22
AlpO I 7/- 8/9 23/- 11/- 13/- 13/-
AlpO I 7/- 8/9 23/- 11/- 13/- 13/-
AlpO il 7/- 8/9 23/- 11/- 13/- 13/-
AlpO il 7/- 8/9 23/- 11/- 13/- 13/-
Alp9 7/7 8/9 23/23 | 11/11 | 13/13 | 13/13
Alp10 I 7/- 8/10i30 21/22 | 11/16 | 12/- | 13/21
Alp10 I 7/- 8/10i30 21/22 | 11/16 | 12/- | 13/21
Alpl0 | 11 7/- 8/1030 21/22 | 11/16 | 12/- | 13/21
Alpl0 | I 7/- 8/1030 21/22 | 11/16 | 12/- | 13/21
Alp10 7/7 8/10i30 21/22 | 11716 | 12/12 | 13/21
Alp12 I 7/- 8/1030 20/21 | 13/15 /- 13/16
Alp12 I 7/- 8/1030 20/21 | 13/15 /- 13/16
Alpl2 | 1 7/- 8/10130 20/21 | 13/15 /- 13/16
Alpl2 | 1 7/- 8/1030 20/21 | 13/15 /- 13/16
Alp12 7/7 8/10i30 20/21 | 13/15 -/- 13/16
Alp13 I 9/- 8/9 24/- 14/- /- 13/16
Alp13 I 9/- 8/9 24/- 14/- /- 13/16
Alpl3 | I 9/- 8/9 24/- 14/- /- 13/16
Alp13 | 1 9/- 8/9 24/- 14/- /- 13/16
Alp13 9/9 8/9 24/24 | 14/14 -/- 13/16
Alp14 I 7/- /- /- 11/14 /- /-
Alpl4 I 7/ 8/- /- 11/14 /- /-
Alpl4 | 1T 7/ /- /- 11/14 /- /-
Alpl4 | 1T 7/ /- /- 11/14 /- /-
Alpl4 7/7 -/- -/- 11/14 /- -/-
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Tabelle 86: Einzeltypisierungen der Mikrosatelliten in Extrakten rezenten Materials, Fortsetzung

Extrakt | VOLP10 | LgU52 | VOLPO3 | LCAG6 | VOLP67 | LgU68
Gual I 7/- 8/11 21/- 27/- 7/- 10/13
Gual I 7/- 8/11 21/- 27/- 7/- 10/13
Gual 111 7/- 8/11 21/- 27/- 7/- 10/13
Gual 111 7/- 8/11 21/- 27/- 7/- 10/13
Gual 7/7 8/11 21/21 27/27 7/7 10/13
Gua2 1 7/- 8/11 21/- 15/- -/- 10/13
Gua2 1 7/- 8/11 21/- 15/- -/- 10/13
Gua2 111 7/- 8/11 21/- 15/- -/- 10/13
Gua2 111 7/- 8/11 21/- 15/- -/- 10/13
Gua2 7/7 8/11 21/21 15/15 -/- 10/13
Gua3 I 7/8 8/- 21/24 22/27 -/- 13/-
Gua3 I 7/8 8/- 21/24 22/27 -/- 13/-
Gua3 111 7/8 8/- 21/24 22/27 -/- 13/-
Gua3 111 7/8 8/- 21/24 22/27 -/- 13/-
Gua3 7/8 8/8 21/24 22/27 -/- 13/13
Vicl 1 7/- 5/10 22/- 11/12 14/19 14/15
Vicl 1 7/- 5/10 22/- 11/12 14/19 14/15
Vicl 111 7/- 5/10 22/- 11/12 14/19 14/15
Vicl 111 7/- 5/10 22/- 11/12 14/19 14/15
Vicl 7/7 5/10 22/22 11/12 14/19 14/15
Vic2 1 7/- 5/10 22/- 11/12 12/19 15/-
Vic2 1 7/- 5/10 22/- 11/12 12/19 15/-
Vic2 111 7/- 5/10 22/- 11/12 12/19 15/-
Vic2 111 7/- 5/10 22/- 11/12 12/19 15/-
Vic2 7/7 5/10 22/22 11/12 12/19 15/15
Vic3 I 7/- 10/- 19/22 11/12 -/- 15/-
Vic3 I 7/- 10/- 19/22 11/12 -/- 15/-
Vic3 111 7/- 10/- 19/22 11/12 -/- 15/-
Vic3 111 7/- 10/- 19/22 11/12 -/- 15/-
Vic3 7/7 10/10 19/22 11/12 -/- 15/15
Vic4 I 7/- 7/10 19/22 11/12 13/19 15/-
Vic4 I 7/- 7/10 19/22 11/12 13/19 15/-
Vic4 111 7/- 7/10 19/22 11/12 13/19 15/-
Vic4 111 7/- 7/10 19/22 11/12 13/19 15/-
Vic4 7/7 7/10 19/22 11/12 13/19 15/15
Vic5 7/- 5/10 19/22 11/12 -/- 15/-
Vic5 7/- 5/10 19/22 11/12 -/- 15/-
Vic5 111 7/- 5/10 19/22 11/12 -/- 15/-
Vic5 111 7/- 5/10 19/22 11/12 -/- 15/-
Vich 7/7 5/10 19/22 11/12 -/- 15/15
Vic6 1 7/- 5/10 19/22 11/12 -/- 15/18
Vic6 1 7/- 5/10 19/22 11/12 -/- 15/18
Vic6 111 7/- 5/10 19/22 11/12 -/- 15/18
Vic6 111 7/- 5/10 19/22 11/12 -/- 15/18
Vic6 7/7 5/10 19/22 11/12 -/- 15/18
Vic7 1 7/- 5/10 19/22 11/12 -/- 15/18
Vic7 1 7/- 5/10 19/22 11/12 -/- 15/18
Vic7 111 7/- 5/10 19/22 11/12 -/- 15/18
Vic7 111 7/- 5/10 19/22 11/12 -/- 15/18
Vic7 7/7 5/10 19/22 11/12 -/- 15/18
Vic8 I 7/- 5/10 21/- 11/- -/- 15/-
Vic8 I 7/- 5/10 21/- 11/- -/- 15/-
Vic8 111 7/- 5/10 21/- 11/- -/- 15/-
Vic8 111 7/- 5/10 21/- 11/- -/- 15/-
Vic8 7/7 5/10 21/21 11/11 -/- 15/15
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Tabelle 86: Einzeltypisierungen der Mikrosatelliten in Extrakten rezenten Materials, Fortsetzung

Extrakt | VOLP10 | LgU52 | VOLP03 | LCAG6 | VOLP67 | LeU68
Vic9 I 7/- 5/7 19/22 | 22/- 19/- 15/-
Vic9 I 7/- 5/7 19/22 | 22/- 19/- 15/-
Vic9 111 7/- 5/7 19/22 | 22/- 19/- 15/-
Vic9 111 7/- 5/7 19/22 | 22/- 19/- 15/-
Vic9 7/7 5/7 19/22 | 22/22 | 19/19 | 15/15
Vicl0 I 7/- 5/7 19/22 | 12/14 /- 14/15
Vicl0 I 7/- 5/7 19/22 | 12/14 /- 14/15
Viclo | 11 7/- 5/7 19/22 | 12/14 /- 14/15
Viclo | 11 7/- 5/7 19/22 | 12/14 /- 14/15
Vicl0 7/7 5/7 19/22 | 12/14 -/- 14/15
Vicll I 7/- 5/- /- - iy 15/-
Vicll I 7/- /- /- /- /- 15/-
Vicll | 11 7/- /- /- /- /- 15/-
Vicll | 11 7/- /- /- /- /- 15/-
Vicll 7/7 -/- -/- -/- -/- 15/15
Vicl2 I 7/- 5/- 22/- 12/- /- 15/18
Vicl2 I 7/- 5/- 22/- 12/- /- 15/18
Vicl2 | 111 7/- 5/- 22/- 12/- /- 15/18
Vicl2 | 11 7/- 5/- 22/- 12/- /- 15/18
Vicl2 7/7 5/5 22/22 | 12/12 -/- 15/18
Vicl3 I 7/- 5/10 22/- 12/- /- 14/15
Vicl3 I 7/- 5/10 22/- 12/- /- 14/15
Vicl3 | 111 7/- 5/10 22/- 12/- /- 14/15
Vicl3 | 11 7/- 5/10 22/- 12/- /- 14/15
Vicl3 7/7 5/10 | 22/22 | 12/12 -/- 14/15
Vicl4 I 7/- 5/- 21/- 12/- /- 14/15
Vicl4 I 7/- 5/- 21/- 12/- /- 14/15
Vicld | 111 7/- 5/- 21/- 12/- /- 14/15
Vicld | 111 7/- 5/- 21/- 12/- /- 14/15
Vicl4 7/7 5/5 21/21 | 12/12 -/- 14/15
Vicl5 I 7/- 5/- 21/22 | 12/- /- 15/-
Vicl5 I 7/- 5/- 21/22 | 12/- /- 15/-
Vicls | 111 7/- 5/- 21/22 | 12/- /- 15/-
Vicls | 111 7/- 5/- 21/22 | 12/- /- 15/-
Vicl5 7/7 5/5 21/22 | 12/12 -/- 15/15
Vicl6 I 7/- 5/10 22/- 12/- /- 15/-
Vicl6 I 7/- 5/10 22/- 12/- /- 15/
Vicl6 | 11 7/- 5/10 22/- 12/- /- 15/-
Vicl6 | 111 7/- 5/10 22/- 12/- /- 15/-
Vicl6 7/7 5/10 | 22/22 | 12/12 -/- 15/15
Alpll | 1T 6/7 | 8/10130 | 20/21 | 13/19 -/- 13/-
Alpll | 1T 6/7 | 8/10130 | 20/21 | 13/19 -/- 13/-
Alpll | 10 6/7 | 8/10130 | 20/21 | 13/19 -/- 13/-
Alpll | 1 6/7 | 8/10130 | 20/21 | 13/19 -/- 13/-
Alpll 6/7 | 8/10i30 | 20/21 | 13/19 -/- 13/13
La7 11 7/- | 8/1030 | 21/- | 12/13 | 12/16 | 13/20
La7 11 7/- | 8/1030 | 21/- | 12/13 | 12/16 | 13/20
La7 111 7/- | 8/1030 | 21/- | 12/13 | 12/16 | 13/20
La7 111 7/~ | 8/10i30 | 21/- | 12/13 | 12/16 | 13/20
La7 7/7 | 8/10i30 | 21/21 | 12/13 | 12/16 | 13/20

231



Appendix

13.4 Dokumentation der Histologischen Knochenstruktur von Neuweltcamelidae (exemplarisch)

= ==y

Abbildung 86: Knochenmikrostruktur von Neuweltcamelidae. a; Diaphysenkompakta der Probe COA18
(Vikunja/Alpaka) plexiforme Struktur, b; Kompakta des Kanonenbeins COA21 (Guanako), Mischstruktut, c:
Phalngeskompakta COA4Ph (Lama) plexiforme Struktur, d Kanonenbeinkompakta der Probe COA20
(Vikunja/ Alpaka) Mischstruktut, e: Diaphysenkompakta der Probe JAA15, plexiforme Struktur f:
Diaphysenkompakte der Probe COA 17 (Guanako); alle ca. 20-fache VergroBerung
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