
G e n e t i s c h e  U n t e r s c h i e d e  z w i s c h e n  den  U n t e r a r t e n  d e s  B r e i t r n a u l n a s h o r n s  

von Plat thew G e o r g e ,  J r . ;  L y d i a  A. P u e n t e s  und O l i v e r  A. Hyder 

E i n f u h r u n g  

I n  d e n  l e t z t e n  J a h r e n  s i n d  d i e  i ' opu la t ionen  d e s  s u d l i c h e n  B r e i t m a u l n a s h o r n s  

( C e r a r o t l ~ e r i u m  simum simum) und d e s  n o r d l i c h e n  B r e i t m a u l n a s h o r n s  ( C e r a t o t h e -  

r i u m  simum c o t t o n i )  s t a r k  zusamrnengeschmolzen. D i e  Z a h l  d e r  s u d l i c h e n  B r e i t -  

m a u l n a s h o r n e r  w i r d  z u r  Z e i t  von d e r  IUCN-SSC auf e twa  3000 I n d i v i d u e n  ge-  

s c h a t z t  und d i e  d e r  n o r d l i c h e n  B r e i t m a u l n a s h o r n e r  a u f  e twa  700 ( G r y x ,  1982).  

Obwohl d i e s e  b e i d e n  g e o g r a p h i s c h e n  Formen i n  e i n e r  E n t f e r n u n g  von 2000 Mei- 

l e n  vorkommen, i s t  d i e  E i n t e i l u n g  i n  zwei g e s o n d c r t e  U n t e r a r t c n  immer noch 

u m s t r i t t e n .  Wie G r o v e s  ( 1 9 7 2 )  b e s c h r e i b t ,  b e h a l t e n  d i e  s u d l i c h e n  B r e i t m a u l -  

n a s h o r n e r  i h r e  R o r p e r b e h a a r u n g  u b e r  d i e  gesarnte L e b e n s s p a n n e  und haben  zudem 

e i n e  l a n g e r e  Z a h n r e i h e  und e i n e  t i e f e r e  Hohlung d e s  S c h a d e l s  a l s  d a s  n o r d l i -  

c h e  B r e i t m a u l n a s h o r n .  H o o j i e r  ( 1 9 6 9 )  s a g t  h i c r z u ,  dal3 d i e  b i s  j e t z t  bekann- 

t e n  u n t e r s c t l i e d l i c h e n  Herkmale e i n e  U n t e r t e i l u n g  i n  v e r s c h i e d e n e  U n t e r a r t e n  

n i c h t  r e c h t f e r t i g e n .  Wir s i n d  nun m i t  u n s e r e n  U n t e r s u c h u n g e n  i n  den  Molekul -  

b e r e i c h  g e g a n g e n ,  um d i e  Bez iehung  zwischen  d e r  G e n e t i k  und d e r  E v o l u t i o n  

b e i d e r  g e o g r a p h i s c h e r  Formen d e s  B r e i t m a u l n a s h o r n s  m i t  dem S p i t z m a u l n a s h o r n  

z u  v e r g l e i c h e n .  

F u r  d i e  U n t e r s u c h u n g  d e s  o b e n  g e n a n n t e n  ? r o b l e m s  g i b t  e s  v i e l e  g e n e t i s c h e  

und b i o c h e m i s c h e  Techniken .  Wir h a t t e n  uns e n t s c h l o s s e n ,  m i t o c h o n d r i a l e s  

DNS f i i r  d i e  U n t e r s u c h u n g  zu benutzen .  Das m e i s t e  d e s  i n  den  Z e l l e n  vorhan-  

d e n e n  3NS b e f i n d e t  s i c h  i n  d e n  Chromosoaen, j e d o c h  e x i s t i e r t  a u c h  i n  H i t o -  

c h o n d r i e n  DNS ( I . , i t o c h o n d r i e n  s i n d  G r g a n e l l e n ,  d i e  d i e  Z e l l e n  m i t  E n e r g i e  

v e r s o r g e n ) .  Das m i t o c h o n d r i a l e  DNS (mtDNS) i s t  e i n  k l e i n e s ,  r u n d e s  Mole- 

k u l ,  d e s s e n  S ~ r u k t u r e n  und C h a r a k t e r i s t i k a  s i c h  von d e n e n  d e s  chromosomalen 

DNS u n t e r s c t l e i d e n  ( B o r s r  und G r i v e l l  , 1981  ). Die Benutzung  von m i  t o c h o n d r i -  

a l e m  DNS f u r  v e r g l e i c h e n d e  L n t e r s u c h u n g e n  h a t  zwei  V o r t e i l e :  

1. Das  t io lek i i l  w i r d  m u t t e r l i c h e r s e i t s  v e r e r b t ,  s o  daR K o n p l i k a t i o n e n  a u f -  

g r u n d  v i i t e r l i c h e r  Be igaben  und R e k o m b l n a t i o n s a b l a u f c n  v e r m i e d e n  w r r d e n  

(David  und B l a c k l e r ,  1972;  H u t c h i n s o n  e t  a l . ,  1974) .  

2. Das Molekul  e n t w i c k e l t  s i c h  s c h n e l l .  

Daher kann man U n t e r s c h i e d e  b e i  d e r  Benutzung von m i L o c h o n d r i a l e m  D N S  f e s t -  

s t e l l e n ,  d i e  m i t  a n d e r e n  T e c h n i k e n  n i c h t  e n t d e c k t  werden konncn (Brown e t  a l . ,  

1 9 7 9 ) .  D i e s e  b e i d e n  E i g c n s c h a f t e n  s i n d  s e h r  n u r z l i c h  b e i  d e r  U n t e r s u c l l ~ l n g  

v e r w a n d t e r  Ar ten.  



biatcr ial und Ele~hoden 

Das n~itochondriale DKS wurde aus der Leber und dem Milzgewebe von jedem der 

drei Kashorntypen isoliert. Bei Aufbercitung mit der Differcnzialzentrifu- 

gation laRt sich mitochondriales DNS lcichr isolieren und reinigen (Brown 

et al., 1979; Lansman et al., 1981). Nach der Reinigung wurden die betref- 

fcndcn mtDNS einer Serie verschiedener Spaltenzyme ausgeserzt. (Dicse Enzy- 

me erkennen speziiische Sequenzen im DKS und crennen die DNS-Kette an spe- 

zifischen Funkten.) Die gespaltenen Fragmente werden elektrophoretisch ge- 

trennt. AnschlieRend werden die Wandernuster der fragmente im Gel analysiert. 

Die Arten, die eincn groneren Anteil identisch wandernder Fragnente gemein- 

sam haben, sind miteinander enger verwandt (Upholt und David, 1977; Nei und 

Li, 1979). Solche Daten erlauben gleichzeitig einen RuckschluO darauf, wann 

die Arten sich von ihren Vorfahren abgespalten haben (Brown et al., 1979). 

Ergebnisse 

Das in diesem Versuch benutzte mitochondriale DNS der drei Tiere wurde 21 

verschiedenen Enzymen ausgesetzt. In den rneisten Fallen waren die Wander- 

muster der mtDNS-Fragrnentedes Spitzmaulnashws verschieden von denen des 

Breitmnulnnshorns. Bei der Untersuchung der Wandermuster des mtDNS der bei- 

den Breitmaulnashorner fanden sich 13 Muster, die identisch waren; die blei- 

benden acht Muster waren unterschiedlich. Abbildung 2 zeigt den direkten 

Uergleich von sieben dieser acht unterschiedlichen WandermusLer. 

Eire Analyse dieser Daten unter Heranziehung der von Nei und Li 1979 vorge- 

legten Formeln zeigt, dan die Breitr.aulnashorner sich in ihrer Nukleotidse- 

quenz urn 4 Z voneinander unterscheiden, wahrend die bciden Breitmaulnashor- 

mer im Vergleich zu dem Spitzmaulnashorn sich von diesem um 7 Z unterschei- 

den. Mitochondriales DNS von Primaten andert sich im Laufe von einer Hillion 

Jahre un 2 2 (Brown et al., 1979). Zieht man dieses Ergebnis bei der Beur- 

teilung des mitochondrialen DNS von Nashornern heran, so zeigt sich, datl vor 

zwei Millionen Jahren sich die beiden Formen des Breitmaulnashorns getrennt 

haben, wahrend Breitmaulnashorner ur.d Spitzmaulnashorner sich schon vor 

3 112 Millionen Jahren aufgespalcen haben. Abbildung 3 zeigt die phylogene- 

tische Beziehung dieser Arten mit der gescharzren Entwicklungszeit. 

Diskussion 

Jeweils nur ein Individuun beider Formen des Breitmaulnashorns und des Spitz- 

maulnoshorns wurden in dieser Studie analysiert. Daher ist es wunschenswert, 

solche Untersuchungen mit zusatzlichen Proben weiterer Individuen zu vertie- 

fen. Bis zur Durchfuhrung weitercr Studien erlaubcn jedoch diese Daten einen 



vorlaufigen SchluR. 

Die zeitliche Divergenz von 3 112 Millionen Jahren fur Breiimaulnashorn und 

Spitzmaulnashorn, die wir mit der mitochondrialen DNS-Analyse gefunden ha- 

ben, stimmt gut mit fossilen Funden uberein (Hoojier, 1969). Uberraschend 

war das Ergebnis, dafl die beiden geographisch isolierten Breitmaulnashorn- 

populationen sich schon vor zwei Hillionen Jahren getrennt entwickelt haben 

msssen. Die Analyse des mitochondrialen DNS lant schliehen, daR der Genaus- 

tausch gering war und die genetische Isolation zwischen den beiden Breit- 

maulnashornpopulationen seit zwei Hillionen Jahren existiert. 

Die intra-spezifische Variation im mitochondrialen DNS, die beim Breitmaul- 

nashorn gefunden wurde, stimmt mit den intra-spezifischen Variationen ande- 

rer Arten uberein, so bei Makaken (George, 1982), Menschenaffen (Ferris et 

al., 1981), Nagetieren (Brown und Simpson, 1981) und Schafen und Ziegen 

(Upholt und David, 1977). Die genetischen Unterschiede von 7 X in der mito- 

chondrialen DNS bei Spitzmaul- und Breitmaulnashorn sind etwas geringer, als 

sie bei Untersuchungen von mitochondrialen DNS bei anderen Tiergruppen ge- 

funden wurden. 

Die mitochondriale DNS-Analyse zeigt signifikante genetische Unterschiede 

zwischen Ceratotherium simum simum und Ceratotherium simum cottoni, wohinge- 

gen deren morphologische Unterscheidung nur gering ist (vielleicht aufgrund 

ahnlichen Selektionsdruckes oder konvergenter Evolution). 

Zur Zeit untersuchen wir das mitochondriale DNS eines zweiten sudlichen 

Breitmaulnashorns und haben bisher nur wenige Unterschiede zu den hier auf- 

gezeigten Proben gefunden. 

Da die beiden Breitmaulnashorn-Unterarten mit Hilfe der mitochondrialen DNS- 

Analyse unterschieden werden ksnnen, ist es moglich, auch Individuen zu be- 

stimmen, deren Herkunft unsicher ist. 

Da jedoch von jeder Nashorngruppe nur je ein Individuum untersucht wurde, 

mussen die gefundenen Resultate noch weiter erhartct werden. 



Elektronenmikroskopisches Bild cines ~ ~ D N S  von P r f b y t i s  encellus 



U n t e r s c h i e d e  d e s  rntDNS b e i  s u d l i c h e n  und n o r d l i c h e n  Bre irmaulnas-  
hornern.  D i e  mtDNS-Muster der n o r d l i c h e n  Form werdcn von den L i n i e n  
1 ,  3 ,  5 ,  7, 9, 1 1  und 1 3  g e z e i g t ,  d i e  anderen L i n i e n  b e t r e f f e n  d i e  
s u d l i c h e  Form 



Fhylogcnetische Bezichun&cn dcr Nast~ornartcn. D.b. = Spirzmeulncshorn, 
C.S.S. = sudliches 6reiLmaulnashorn, D.s.c. = nordliches Hrritnaulnas- 
I,orn. Die p,escha~zten hufspnltungsieitcn sind angegeben. 

Enz yae nordliches siidl iches Spitznaulnashorn 
areitnaulnashorn Breitmaulnashorn 

Banll-I A ( 2 )  A ( 2 )  B( 3 )  
Dstt. I1 C( 2  C ( 2 )  C ( 2 )  
Pvu 11 D(6) f ( 4 )  F (  3 )  
Bgl I1 C (  2  G ( 2 )  H ( 2 )  
FnuD I1 I ( 5 )  I t 5 1  J ( 7 )  
Sst I K(2) C ( 2 )  L(1) 
ACC 1 bf(L) I i ( 5 )  O ( 5 )  
Ilpa I P ( & )  Q ( 3 )  Q( 3 )  
tiinc 11 H ( 1 0 )  S(6) T ( 1 0 )  
Ava I U(2) v ( 4 )  U( 2 
Hind 1 1 1  W(4)  X ( & )  Y ( 4 )  
l's L I Z ( 1 )  Z ( 1 )  - b 
LcoK l - h 0 ( 4 )  
hpn I - 
Aho I - 
Xba I  B ' ( 4 )  C ' ( 4 )  
liar I11 D ' ( 2 8 )  ~ ' ( 2 8 )  F ' ( 2 4 )  
Rinf 1 ~ ' ( 1 4 )  C ' ( 1 4 )  l i ' ( 1 3 )  
iipa 11 I ' ( l 1 )  I ' ( 1 1 )  - J ' ( 1 3 )  
Taq I  ndc nd n d 
Hbo I n d nd n d 

Uie Tabelle zeigL die mtDNS Fragmentmuster der drci unrcrsuchten IJashorner. 
. Diese Hustcr entstanden nach Betlandlung des mrDKS mit 21  verschiedenen Enzymen. 

Sie sind alpllabetisch bezeictlnet; die Zohlcn in Klammern gcben die Zahl der bei 
jedcr En.-ynbcl~andlung enrstandenen Fragmente an. Scriche vcisen dersuf Ilin, 
dnB das mtDNS vom Enzyr nicht aufgebrochen verden konnle. Gicht zu brstimrzcnde 
Gustcr vcrden nit nd pekennzcichnet. 



Summary 

T h i s  p a p e r  p r e s e n t s  t h e  i n i t i a l  r e s u l t s  cf  a  c o m p a r a t i v e  s t u d y  of g e n e t i c  

d i f f e r e n c e s  found  between t h e  N o r t h e r n  w h i t e  r h i n o  ( C e r a t o t h e r i u m  simum 

c o t r o n i )  and t h e  S o u t h e r n  w h i t e  r h i n o  ( C e r a t o t h e r i u m  yimum simum). I n  

a d d i t i o n  t o  t h e s e  two s u b s p e c i e s ,  t h e  Black r h i n o  ( D i c e r o s  b i c o r n i s )  was 

a l s o  examined.  M i t o c h o n d r i a l  DNA ( ~ ~ D N A )  was used  a s  an e v o l u t i o n a r y  p r o b e  

t o  d e t e r m i n e  t h e  r e l a t e d n e s s  of  t h e  two s u b s p e c i e s  of w h i t e  r h i n o s ,  a s  

w e l l  a s  t h e i r  r e l a t i o n s h i p  t o  t h e  b l a c k  r h i n o .  The c o m p a r a t i v e  a n a l y s i s  

r e v e a l e d  t h a t  t h e  w h i t e  r h i n o s d i f f e r  by a p p r o x i m a t e l y  4  % i n  t h e i r  gene-  

t i c  makeup ( n u c l e o t i d e  s e q u e n c e )  and t h a t  r h e y  both  d i f f e r  from t h e  b l a c k  

r h i n o  by a p p r o x i m a t e l y  7 X .  These r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  w h i t e  r h i n o  

s u b s p e c i e s  l a s t  s h a r e d  a  common a n c e s t o r  a t  l e a s t  two m i l l i o n  y e a r s  ago 

and  t h a t  i t  h a s  been a p p r o x i m a t e l y  t h r e e  and o n e - h a l f  n i l l i o n  y e a r s  s i n c e  

chey s h a r e d  a  common a n c e s t o r  w i r h  t h e  b l a c k  r h i n o .  The t i m e s  o f  d i v e r -  

g e n c e  r e p o r t e d  h e r e  a r e  c o n s i s t e n t  w i r h  t h o s e  r e p o r t e d  f rom f o s s i l  s r u -  

d i e s  and p r o v i d e s  u s  w i t h  a n o t h e r  c o n f i r m a t i o n  of t h e  u s e f u l n e s s  of  mico- 

c h o n d r i a l  DNA when u s e d  a s  a n  e v o l u t i o n a r y  t o o l .  
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