Kladistik Tutorial 5: die Phylogenie
der Wale

Ein evolutionarer Stammbaum stellt die verwandtschaftlichen Beziehungen einer
Gruppe von Organismen dar, wie sie nach Darwins Theorie der Abstammung mit
Modifikation von gemeinsamen Vorfahren verstanden werden.

In unserem letzten Tutorial hatten wir das Prinzip der Maximum Parsimonie
kennengelernt und am Beispiel von drei fiktiven Antilopenarten mittels
Parsimonieverfahren ein Kladogramm erstellt. Dieses Mal gehen wir einen Schritt
weiter und lernen weitere Methoden der Stammbaumrekonstruktion kennen und tben
dies anhand eines realen Beispiels: der Evolution der Wale

Apomorphien der Wale

Die Wale (Cetacea) sind als monophyletische Gruppe durch eine Reihe von
Synapomorphien des Schadels gekennzeichnet (Uhen 2007, 2010). Sie haben einen
vergroRRerten und verdickten Gehérgang, eine kndécherne Schale an der Schadelbasis,
die die Strukturen des Ohrs umgibt. Es wird angenommen, dass dies eine Anpassung
an das Hoéren unter Wasser ist (Nummela et al. 2007). Wale haben einen Schadel mit
einer schmalen postorbitalen/temporalen Region. Auf3erdem haben sie eine
verlangerte Schnauze, bei der die Schneide- und Eckzahne in einer Linie mit den
Backenzahnen stehen und nicht wie bei den meisten Saugetieren in einem Bogen tber
die Vorderseite des Mundes. Diese drei evolutionaren Neuerungen werden durch die
Anatomie des Fossils Durodon atrox veranschaulicht, die in Abb. 1 dargestellt ist.
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Abb. 1: Der Schadel von Durodon atrox. Dieses 37 Millionen Jahre alte Fossil veranschaulicht drei der
gemeinsamen abgeleiteten Merkmale, die die Klade der Cetacea definieren, zu deren lebenden
Mitgliedern die Wale gehoren. Aus Uhen (2010).



Es mag seltsam erscheinen, dass wir Merkmale wie das Fehlen von Beinen und das
Vorhandensein von Brustflossen nicht erwdhnt haben. Dies sind schlie3lich die
offensichtlichsten Merkmale, die Wale haben, um sich an das Leben im Wasser
anzupassen. Aber die frihesten Wale hatten diese Merkmale nicht. Durodon zum
Beispiel hatte Hinterbeine - wenn auch kleine. Die frihesten Wale, die aus etwa 53
Milionen Jahre alten Gesteinsschichten im Himalaya stammen, hatten
ausgewachsene Hinterbeine und verbrachten wahrscheinlich einen Teil ihrer Zeit an
Land (Thewissen & Hussain 1993; Thewissen et al. 1994; Bajpai & Gingerich
1998). Die fossilen Belege deuten also darauf hin, dass die modernen Wale von
terrestrischen Vorfahren abstammen. Aber wer waren diese Vorfahren? Und welche
der heutigen Landsaugetiere sind die nachsten lebenden Verwandten der modernen
Wale?

Morphologische Beweise fir den Ursprung der Cetacea

Bereits 1883 spekulierte William H. Flower (Flower 1883) aufgrund gemeinsamer
Merkmale verschiedener innerer Organe darlber, dass die Wale mit den Huftieren
verwandt sein konnten. Mit einer gewissen Laune erwahnte Flower Schweine als
mdogliche néachste lebende Verwandte der Wale. Damit wirden die Wale zu den
Paarhufern gehoren, den Saugetieren mit einer geraden Anzahl an Zehen, zu deren
lebenden Vertretern Rinder, Hirsche, Schafe, Flusspferde, Schweine, Pekaris und
Kamele gehoren. 1966 argumentierte Leigh Van Valen (Van Valen 1966) auf der
Grundlage gemeinsamer Zahnmerkmale in Fossilien, dass Wale von einer alten
Huftiergruppe, den Mesonychia, abstammen. Damit waren die Wale zwar mit den
Paarhufern verwandt, gehoérten aber nicht zu diesen. In Abb. 2 werden die beiden
Hypothesen miteinander verglichen.
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Abb. 2: Zwei Hypothesen lUber den Ursprung der Wale: (a) Wale sind Paarhufer; (b) Wale sind mit den
Paarhufern verwandt.

Unter der Anwendung der Parsimonie-Verfahren scheinen Untersuchungen
morphologischer Merkmale die Hypothese zu stitzen, dass Wale zwar mit Paarhufern
verwandt sind, aber nicht zu diesen gehoéren (O'Leary & Geisler 1999). Eine
vereinfachte Version dieses Stammbaums ist in Abb. 3 dargestellt. Dieses Ergebnis
war aber nicht ganz zufriedenstellend.
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Abb. 3: Ein Baum, der nahelegt, dass Wale und Delfine mit den Paarhufern verwandt sind. Vereinfacht
dargestellt nach O'Leary & Geisler (1999).

Die auffalligste Synapomorphie, die die Paarhufer als monophyletische Gruppe
ausweist, ist die Form eines Knochens im Kndchel, des Astragalus (Luckett & Hong

1998; Thewissen et al. 1998). Die einzigartige Form des Astragalus der Paarhufer ist
in Abb. 4 dargestellt.
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Abb. 4: Der Astragalus ist eine Synapomorphie, die die Paarhufer (Artiodatyla) kennzeichnet. (a) Der
Astragalus ist der oberste Knochen des Knéchels, um den sich der Fuld dreht, um vorwarts oder
rickwarts zu strecken. (b) Der Astragalus eines nicht Nicht-Paarhufers (links) und eines Paarhufers

(rechts). Bei Paarhufern sind beide Enden des Astragalus rollenférmig. Nach Schaeffer (1948) und
Gingerich (2001).



Bei den meisten S&ugetieren ist der Kopf des Astragalus abgerundet und bildet die
Kugel in einem Kugelgelenk mit den weiter zum Fuf3 hin gelegenen Knochen (dem
Strahlbein und manchmal dem Wirfelbein). Bei den Paarhufern ist der Kopf des
Astragalus stattdessen scheibenférmig und bildet ein Scharniergelenk - auch Trochlea
genannt (Thewissen & Madar 1999). Diese Form ermoglicht es dem Ful3 sich in
einem weiten Bogen um das Ende des Knéchels zu drehen und tragt zu den langen
Schritten und der starken Lauffahigkeit bei, die bei vielen Paarhufern zu beobachten
sind. Lebende Wale haben nattrlich keine Ful3gelenke. Die Form ihres Astragalus
kann nicht beurteilt werden. Wie wir bereits festgestellt haben, haben einige fossile
Wale Hinterbeine. Bei einigen dieser ausgestorbenen Arten, wie z. B. Basilosaurus,
sind die Beine jedoch winzig und der Astragalus ist mit anderen Knochen im
Kndchelbereich verschmolzen, so dass es unmoglich ist, seine Form zu beurteilen
(Gingerich et al. 1990). In anderen Féllen waren die bekannten Exemplare bis vor
kurzem zu fragmentarisch, um endgultige Schliisse dariber zu ziehen, ob die Kndchel
der Wale diese als Paarhufer qualifizieren (Thewissen et al. 1998; Thewissen &
Madar 1999). Angesichts dieser Ungewissheit war es sinnvoll, andere Arten von Daten
heranzuziehen.

Molekulare Beweise flur die evolutionare Verwandtschaft

DNA-Sequenzen und andere molekulare Merkmale bieten eine zusatzliche
Informationsquelle, die wir nutzen konnen, um evolutiondre Beziehungen
abzuschatzen. Im Vergleich zu morphologischen Merkmalen haben molekulare
Merkmale sowohl Nachteile als auch Vorteile. Nachteilig ist, dass DNA- oder
Proteinsequenzen zwar manchmal aus Fossilien gewonnen werden koénnen
(Campbell et al. 2010; Green et al. 2010; Lari et al. 2011), molekulare Daten jedoch
nur fur kdrzlich ausgestorbene Taxa zur Verfligung stehen. Und da an jeder Stelle
einer DNA-Sequenz nur vier Merkmalsauspragungen existieren (A, C, G und T), kann
Homoplasie schwer zu erkennen und fast unmdglich vollstandig zu vermeiden sein.
Positiv zu vermerken ist, dass dank des technologischen Fortschritts die Kosten fur die
Erzeugung groBer Mengen von Sequenzdaten drastisch gesunken sind. Darlber
hinaus haben Evolutionsbhiologen ausgefeilte Modelle entwickelt, um zu analysieren,
wie sich verschiedene Arten von DNA-Sequenzen im Laufe der Zeit verandern sollten.
Bei richtiger Anwendung ermdglichen diese Modelle eine genaue Schatzung der durch
die Daten implizierten Phylogenie. Im Folgenden werden die Methoden zur Ableitung
von Phylogenien aus DNA-Sequenzen anhand von Beispielen von Paarhufern und
Walen kurz erlautert. Unsere Diskussion ist als Uberblick gedacht. Fir praktische
Anleitungen siehe Baldauf (2003), Harrison & Langdale (2006) und Hall (2011). Fur
detailliertere theoretische Abhandlungen siehe Graur & Li (2000) und Felsenstein
(2004).



Abgleich von Sequenzen (Alignment)

Um molekulare Sequenzen miteinander zu vergleichen, nimmt man z. B. ein Gen aus
verschiedenen Abstammungslinien, die von einer gemeinsamen Vorfahrenkopie
abstammen. Wichtig hierbei ist, dass die Sequenzen ausgerichtet sind. Man spricht
hier vom Alignment. In der Bioinformatik ist ein Alignment eine Moglichkeit, die
Sequenzen von DNA, RNA oder Protein anzuordnen, um Regionen mit Ahnlichkeit zu
identifizieren, die eine Folge evolutionarer Beziehungen zwischen den Sequenzen sein
konnen.

Ausgerichtete Sequenzen werden typischerweise als Zeilen innerhalb einer Matrix
dargestellt. Bei einem Vergleich von zwei oder mehr Sequenzen werden diese so
ausgerichtet, dass sie in mdglichst vielen Positionen identisch oder ahnlich besetzt
sind.

Das bedeutet, dass z. B. alle Insertionen (also Einbau zusétzlicher Nukleotide) oder
Deletionen (also Verlust von Nukleotiden), die in einigen Abstammungslinien
aufgetreten sind, in anderen aber nicht, identifiziert wurden und die Sequenzen
verschoben wurden, um sie in Ubereinstimmung zu bringen (Abb. 5).

Q Q)

8

&

|

2

|

Hal

6[07E138 ]
0.01347] [

GG
a3 3
GG G
3G G
GG
G
G
% d
GG BG
G
G
GG
G
GG
G
G

0.00546

M Topology only
™ Label branches

|

n
g
i
i
l

o

w

(=]

o>

o

w

=]

o

°e

|-

| 108% 3

|

Abb. 5: Darstellung eines Alignments

Sequenzen mit hoher Ahnlichkeit oder gar Identitat stammen mit entsprechend hoher
Wahrscheinlichkeit von einer gemeinsamen Vorlaufersequenz ab, sind also homolog.

Um ein fehlerhaftes manuelles Alignment zu vermeiden oder zu reduzieren, bedient
man sich diverser effizienter Programme, z. B. FASTA und BLAST. Die Qualitat der
Stammbaumrekonstruktion hangt wesentlich vom richtigen Alignment ab. Das heil3t,
die Basenpositionen der zu vergleichenden Sequenzen sollten mdglichst fehlerfrei
bestimmt werden (siehe Liu et al. 2009). Die korrekte Ausrichtung ist entscheidend.
Wenn Sequenzen schlecht ausgerichtet sind, konnen die darin enthaltenen
Informationen Uber die Evolutionsgeschichte verloren gehen (vgl. Wong et al. 2008,
Ogden & Rosenberg 2006; Wang et al. 2011).



In unserem Beispiel werden Sequenzen aus dem Exon 7 des Gens fur ein Milchprotein
namens [-Casein (Gatesy et al. 1999) verwendet. Neben anderen Insertionen und
Deletionen weist die Kuhsequenz im Vergleich zur Walsequenz eine 3-Nukleotid lange
Deletion auf, die an Stelle 61 beginnt. Abb. 6 zeigt die Sequenzen der beiden Tiere in
der N&he der Deletion vor und nach dem Alignment.

Nucleotide sequence before alignment
50 60 70
whale: .. GGG CCA ATC CCT TACCCT ATT CTT ACA CAA AAC ...

cow: ... GGG CCC ATC CCT AAC AGC CTC CCA CAA AAC ..

After alignment

50 60 70
whale: ... GGG CCA ATC CCT TACCCT ATT CTT ACA CAA AAC ..
cow: ... GGG CCC ATC CCT AAC —-- AGC CTC CCA CAA AAC ...

Encoded amino acid sequence before alignment

whale: ... Gly Pro lle Pro Tyr Pro lle Leu Thr Gln Asn
cow: ... Gly Pro lle Pro Asn Ser Leu Pro Gin Asn

After alignment
whale: ... Gly Pro lle Pro Tyr Pro lle Leu Thr Gln Asn

cow: ... Gly Pro lle Pro  Asn — Ser Leu Pro Gln  Asn

Abb. 6: Sequenzen vor und nach dem Alignment. Vergleichen Sie diese kurzen Abschnitte des Gens
fir B-Casein, und die Aminosauren die es kodiert, vor und nach dem Alignment

Zur Veranschaulichung der verschiedenen Methoden zur Ableitung von Phylogenien
verwenden wir die in Abbildung 7 gezeigten acht alignierten Sequenzen. Diese sind
ein kleiner Teil des B-Casein-Gens und stellen einen Bruchteil eines viel grol3eren
Datensatzes dar, der von John Gatesy et al. (1999) analysiert wurde.

142 162 166 177 192
H Cow: AGTCCCCAAA GTGAAGGAGA CTATGGTTCC TAAGCACAAG GAAATGCCCT TCCCTAAATA

ﬁ Deer: AGTCTCCGAA GTGXAGGAGA CTATGGTTCC TAAGCACGAA GAAATGCCCT TCCCTAAATA
PP Whale: AGTCCCCAXA GCTAAGGAGA CTATCCTTCC TAAGCATAAA GAAATGCGCT TCCCTAAATC
h Hippo: AGTCCCCAAA GCAAAGGAGA CTATCCTTCC TAAGCATAAA GAAATGCCCT TCTCTAAATC
- Pig: AGATTCCAAA GCTAAGGAGA CCATTGTTCC CAAGCGTAAA GGAATGCCCT TCCCTAAATC
m Peccary: AGACCCCAAA CCTAAGGAGA CCGTTGTTCA CAAGCGTAAA GGAATGTCCT CCCCTAAATC
Camel: TGTCCCCAAA ACTAAGGAGA CCATCATTCC TAAGCGCAAA GAAATGCCCT TGCTTCAGTC
Outgroup: AGTCCTCCAA ACTAAGGAGA CCATCTTTCC TAAGCTCAAA GTTATGCCCT CCCTTAAATC
Abb. 7: Sequenzdaten fiir die Inferenz der Phylogenie. Diese Tabelle zeigt 60 Nukleotide der alignierten
Sequenz (Stellen 141 bis 200) von Exon 7 des B-Casein-Gens. Die Daten stammen von sechs
Paarhufern, einem Wal (dem Delphin Lagenorhynchus obscurus) und einem Rhinozeros als

AulRengruppe (Gatesy et al. 1999). Ein X an einer Stelle steht fiir ein nicht eindeutig identifiziertes
Nukleotid.



Bewertung alternativer Phylogenien mit Parsimonie

Eine Moglichkeit zur Schatzung von Evolutionsbaumen anhand von Sequenzdaten
besteht darin, jede Stelle in der Sequenz als unabhangiges Merkmal zu behandeln und
nach Synapomorphien zu suchen, die monophyletische Gruppen identifizieren. Das
hei3t, wir kdnnen die Nukleotide an den Sequenzstellen auf die gleiche Weise
analysieren, wie wir die morphologischen Merkmale im letzten Tutorial analysiert
haben. Die Untersuchung der Sequenzen in Abbildung 7 zeigt, dass einige Stellen
uninformativ sind. An Position 142 zum Beispiel haben alle acht Taxa denselben
Merkmalsstatus, ein G. An Position 192 unterscheidet sich nur ein Taxon, Kamele, von
den anderen sieben.

Andere Bereiche sind informativ. Position 166 weist ein offenbar gemeinsames
abgeleitetes Merkmal, ein C, auf, das Wale und Nilpferde als Schwesterlinien
ausweist. Und diese Synapomorphie ist in eine andere eingebettet, ein T an Position
162, das Kuhe, Hirsche, Wale und Flusspferde als monophyletische Gruppe zu
identifizieren scheint. Die Merkmale an Position 162 stehen jedoch im Widerspruch zu
denen an Position 177. Dort scheint T ein gemeinsames abgeleitetes Merkmal zu sein,
das Wale, Flusspferde, Schweine und Pekaris als eine monophyletische Gruppe
identifiziert. Wir haben es hier eindeutig mit einem nicht idealen Fall zu tun. Als wir auf
Konflikte zwischen morphologischen Merkmalen stie3en, wandten wir uns der
Parsimony-Analyse zu. Das Gleiche konnen wir mit Sequenzdaten machen
(Felsenstein 1988). Wir betrachten alle moéglichen Bédume als Hypothesen,
bestimmen das Minimum an Evolution, das erforderlich ist, um die Verteilung der
Nukleotide an jeder Stelle in jedem Baum zu erklaren, und suchen den Baum, der
insgesamt die geringste Veranderung erfordert.

In Abb. 8 werden zwei mogliche Baume (von 10.395) gezeigt, die drei der 60
Molekularen Merkmale zeigen, namlich die Nukleotide an den Positionen 162, 166 und
177. Baum (a), in dem die Wale zu den Paarhufern gehdren und eine monophyletische
Gruppe mit den Flusspferden bilden, erfordert sechs Nukleotidsubstitutionen. Baum
(b), in dem die Wale lediglich mit den Paarhufern verwandt sind, aber nicht selbst zu
ihnen gehdoren, erfordert neun. Wenn wir ein Computerprogramm (Felsenstein 2009)
verwenden, um den einfachsten aller 10.395 Baume fur alle 60 Merkmale zu finden,
erfahren wir, dass Baum (a) in Abb. 8 der Gewinner ist, da er 41 Substitutionen
erfordert. Baum (b) 47.
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Abb. 8: Parsimony-Analyse von drei molekularen Merkmalen auf zwei Baumen. Baum (a) erfordert
sechs evolutionare Veranderungen, wahrend fir Baum (b) neun erforderlich sind. Fir diese Merkmale
ist Baum (a) aussagekraftiger, weil sparsamer.

Bewertung alternativer Phylogenien mit Maximum
Likelihood.

Parsimonie ist aber nicht das einzige Kriterium, das wir verwenden kénnen, um
maogliche Baume zu bewerten und diejenigen zu identifizieren, die die beste Schatzung
der evolutionaren Beziehungen bieten. Eine weitere haufig verwendete Methode ist
die Maximum Likelihood (Felsenstein 1981). Die Berechnungen, die mit einer
Likelihood-Analyse verbunden sind, sind umstandlich, aber die Grundidee ist einfach.
Unsere Erklarung dieses Konzepts wird sinnvoller, wenn wir uns zunachst die Art des
Baums ansehen, den wir damit erstellen kénnen. Abb. 9 zeigt einen Baum, der mit
Hilfe von Likelihood und den Daten des untersuchten B-Casein-Gens (in Abb. 7)
geschatzt wurde. Dieser Baum unterscheidet sich vom Parsimonie-Baum
dahingehend, dass er nicht nur Informationen Uber die Reihenfolge der
Verzweigungen, sondern auch tber die Lange der Zweige Auskunft gibt.
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Abb. 9: Eine Maximum-Likelihood-Phylogenie. Geschatzt mit PhyML, wobei alle Optionen auf den
Standardeinstellungen waren (Chevenet et al. 2006; Dereeper et al. 2008; Guindon et al. 2010).

Diese sind proportional zur Anzahl der Nukleotidsubstitutionen, die auf jedem Zweig
stattgefunden haben durften. Es wird beispielsweise angenommen, dass das Pekari
mehr Substitutionen angehéuft hat als das Schwein, seit sich die beiden Linien
getrennt haben. Die Schatzung der Zweiglangen ist ein wesentlicher Bestandteil einer
Likelihood-Analyse. Die Wahrscheinlichkeit der Daten bei einem Baum, seinen
Zweiglangen und einem Evolutionsmodell wird als Wahrscheinlichkeit des Baums
bezeichnet.

Sie kann geschrieben werden als L(tree) = P(data|tree, branch lengths, model).

Es wird nicht Uberraschen, dass Biologen die Berechnungen fast immer mit dem
Computer  durchfihren. Um die Evolutionsgeschichte mit Hilfe der
Wahrscheinlichkeitsrechnung zu rekonstruieren, lassen Biologen eine Software
laufen, die die Zweiglangen jedes mdglichen Baumes so anpasst, dass die
Wahrscheinlichkeit des Baumes maximiert wird, und dann die Baume vergleicht, um
denjenigen zu finden, dessen Wahrscheinlichkeit am hochsten ist (Huelsenbeck &
Crandall 1997). Der Gewinner ist die Maximum-Likelihood-Schatzung der Phylogenie.
Es ist der Baum mit der besten Chance, die Daten zu erzeugen. Abb. 10 zeigt ein
einfaches Beispiel. Es verwendet die Daten fir den Wal, das Flusspferd, das Schwein
und die AuRengruppe unseres Datensatzes. Mit nur drei Arten in der Ingroup gibt es
drei mogliche evolutionare Baume. Nachdem die Zweiglangen fir jeden Baum
optimiert wurden, stellt man fest, dass der letzte Baum die hochste Wahrscheinlichkeit
aufweist. Er deutet darauf hin, dass Wale und Flusspferde enger miteinander verwandt
sind als beide mit Schweinen, und stimmt mit den vorher gezeigten Phylogenien flr
alle acht Taxa tberein.
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Abb. 10: Die Suche nach dem Baum mit der héchsten Wahrscheinlichkeit. Bevor die Baume verglichen
werden, die Zweiglangen der einzelnen angepasst, um die Likelihood zu maximieren.

Suche nach dem besten aller méglichen Stammbaume

Das Verfahren zur Schéatzung einer Phylogenie durch Likelihood beginnt mit der
Annahme, dass alle mdglichen Baume legitime Hypothesen sind. Die einzige
Mdglichkeit, sicher zu sein, den besten Baum zu finden, besteht darin, alle zu
uberprifen. Bei einer groBen Anzahl von Arten ist die Uberprifung aller moglichen
Baume jedoch unpraktisch. Der Grund dafir ist, dass die Anzahl der méglichen Baume
mit der Anzahl der Taxa in der Ingroup schnell ansteigt. Bei sieben Arten in der
Ingroup, wie wir sie in unseren Daten haben, gibt es 10.395 mdgliche Baume. Bei 20
Arten sind es 8.200.794.532.637.891.559.375 (=Uber 8 Trilliarden!). Biologen wollen
in der Regel Phylogenien fir eine viel gro3ere Anzahl von Taxa als diese schéatzen.
Selbst mit den schnellsten Computern kénnen wir nicht alle mdglichen Baume
Uberprufen. Das Problem ist in etwa so, als wirde man versuchen, mit verbundenen
Augen den héchsten Punkt eines Nationalparks zu finden. Im Prinzip kénnten wir ein
enges Raster durch den gesamten Park ziehen. Nachdem wir jeden Quadratmeter
besucht hatten, wissten wir mit Sicherheit, welcher Punkt der hochste ist. Aber wenn
der Park grof3 ist, wirde eine erschdpfende Suche viel Zeit in Anspruch nehmen. Eine
Mdglichkeit, unsere Suche zu beschleunigen, besteht darin, auf Hinweise zu achten,
die ganze Regionen des Parks ausschlielen. So missen wir zum Beispiel nicht unter
Wasser suchen. Eine andere Mdglichkeit besteht darin, immer nach oben zu gehen.
Dieser Plan hat den Nachteil, dass wir auf einem Hugel festsitzen kénnten, ohne zu
wissen, dass es anderswo im Park hohere Gipfel gibt. Dies liel3e sich jedoch umgehen,
indem man mehrere Suchen durchfuhrt, die jeweils an einem anderen Ort beginnen.
Die Autoren von Phylogenie-Inferenz-Software verwenden analoge Strategien, um die
Suche nach dem besten aller mdglichen Baume zu beschleunigen (Felsenstein
2004). Eine dieser Strategien, Branch and Bound genannt, schlie3t Gruppen von
Baumen aus, wenn sich herausstellt, dass alle ihre Mitglieder schlechter sind als der
beste bisher gefundene Baum. Andere Strategien, die zusammenfassend als



heuristische Suche bezeichnet werden, suchen nach B&umen, die dem aktuell
fuhrenden Baum Uberlegen sind, indem sie den fuhrenden Baum auf verschiedene
Weise neu anordnen und die Ergebnisse auswerten. Um zu vermeiden, dass die
Suche auf einem lokalen Hohepunkt stecken bleibt, kann sie von verschiedenen
Ausgangspunkten aus wiederholt werden. Oder die Suche kann mit einem Baum
begonnen werden, von dem wir Grund zu der Annahme haben, dass er bereits nahe
am bestmdglichen Baum ist, weil er mit einem Algorithmus erstellt wurde, der in der
Regel recht gut funktioniert (Guindon & Gascuel 2003). Zu diesen Methoden gehdren
sog. Distanz-Matrix-Methoden wie das Neighbor-Joining (Swofford et al. 1996,
Saitou & Nei 1987, Abb. 11).

(a) Converting sequence differences into genetic (b) The distance matrix
distances with a model of sequence evolution
— 704 — Cow Deer Whale Hippo Pig Peccary Camel
=
> 60 Deer 0.070
2 5p
o Whale 0.156 0.203
& 40
T 3 Hippo 0.149 0.194 0.053
2 ]
2 20] Pig 0259 0264 0.194 0211
:1',' 10 4 Peccary 0.339 0.340 0.268 0286 0.128
wi
0 T T T T T 1
00 05 10 15 20 25 30 Camel 0290 0346 0221 0239 0282 0339
Genetic distance (substitutions per site) Qutgroup 0323 0.357 0.244 0.262 0314 0323 0.226
(c) The initial star phylogeny (d) The star phylogeny with the (e) The fully resolved unrooted phylogeny
first pair of neighbors joined
ll I QOutgroup ll l Qutgroup Qutgroup
(f) The resolved ll l e
phylogeny rooted ﬁ -
ﬁrr:egheeoutgroup Estimating a phylogeny by neighbor
£ »# Whale joining (3) The Kimura 2-parameter model of sequence
h evolution (with a transition/transversion ratio of 2.0). After
Hippo Felsenstein (2004). (b) Distance matrix for the sequences

_ in Figure 4.22. Calculated with PHYLIP-dnadist (Felsenstein
- rig 2009). (c—e) Neighbor-joining analysis done with PHYLIP-
m Too neighbor, trees drawn with PHYLIP-drawtree (Felsenstein

2009). (f) Tree drawn with MEGAS (Tamura et al. 2011).
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Abb. 11: Schéatzung einer Phylogenie durch Neighbor-Joining-Verfahren. (a) Das 2-Parameter-Modell
von Kimura fir die Sequenzevolution (mit einem Verhaltnis von Ubergang/Umwandlung von 2,0). Nach
Felsenstein (2004). (b) Distanzmatrix fir die Sequenzen in Abbildung 7. Berechnet mit PHYLIP-dnadist
(Felsenstein 2009). (c-e) Mit PHYLIPneighbor durchgefiihrte Neighbor-Joining-Analyse, B&aume

gezeichnet mit PHYLIP-drawtree (Felsenstein 2009). (f) Baum gezeichnet mit MEGA5 (Tamura et al.
2011).



Wichtig ist hier zu verstehen, dass mit dieser Methode die mittlere Anzahl von
Veranderungen an einer Position ermittelt wird, die zwischen einer Sequenz und ihrem
Vorlaufer oder zwischen 2 Sequenzen aus benachbarten Gruppierungen seit ihrem
Divergieren aufgetreten sind. Die Abstande im Sequenzstammbaum werden
entsprechend korrigiert. Dies setzt allerdings die Annahme voraus, dass die Zahl an
Mutationen in dem vom Sequenzstammbaum erfassten Zeitraum konstant ist.

Neighbor Joining ist nicht die genaueste Methode zur Ableitung der Phylogenie, aber
sie ist recht gut (Guindon & Gascuel 2003). Sie hat den grof3en Vorteil, dass sie auch
bei groRen Datensatzen schnell ist.

Schatzung der Unsicherheit in Phylogenien durch
Bootstrapping

Sobald wir eine Phylogenie geschatzt haben, sollten wir uns als erstes fragen, wie viel
Vertrauen wir in sie setzen kénnen. Hangt unsere Schlussfolgerung, dass es sich bei
den Walen um Paarhufer handelt, beispielsweise nur von einigen wenigen Merkmalen
in unserem Datensatz ab, die wir mit viel Gluck erfasst haben, oder wird sie von den
meisten Merkmalen gestutzt? Der beste Weg, dies herauszufinden, wére, Daten flr
weitere Merkmale zu sammeln und die Analyse zu wiederholen. Und noch einmal.
Wenn wir die Studie 100-mal wiederholen und feststellen wirden, dass 97 unserer
geschatzten Baume die Wale den Paarhufern zuordnen, kdnnten wir unseren
Schlussfolgerungen etwas mehr Vertrauen schenken. Aber das wirde Zeit und Geld
kosten, die wir vielleicht nicht haben. Eine schnelle und billige Alternative ist die
Verwendung eines Computers, um die Wiederholung der Studie zu simulieren. Eine
solche Methode, die haufig bei anderen statistischen Analysen eingesetzt wird, heif3t
Bootstrapping (Felsenstein 1985). In Abb. 12 wird seine Anwendung in einer
Parsimonie-Analyse gezeigt.

(a) Original data (b) Bootstrap replicates (c) Majority-rule consensus
Site: 123456 1st 2nd 3rd 4th 5Sth Bootet (%)
,’ GTCTTC TCTGTG CCTC GGCTTG T GTTC oasrapsupﬁo e

o I . ~ ~ R /
‘ GTCGLC CCGGTG  CCTC GGCECG C GTTC =
ﬁ" ACGGTC TCGACA cGec AACGTA T ACCC
Outgroup: ACGTCT CTTACA TGCT AATTCA C ACCT &’

“ l \ !! I \ ﬂ" “ l \ “ ! \ !I I \ (No bootstrap support
ﬁ’ “ ﬁ-’ ﬁ’ ﬁ’ appears at the base of the
,# ingroup, because we assumed
out out out out out Out from the outset that the
ingroup is monophyletic.)
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Abb. 12: Bootstrapping einer Phylogenie-Schatzung. Nach Baldauf (2003).



Abb. 12a zeigt einen imaginaren Datensatz fur einen Wal, ein Nilpferd, ein Kamel und
eine Outgroup. Fur jedes Tier haben wir eine Sequenz von sechs Nukleotiden. Die
simpelste Phylogenie fiir unsere Ingroup zeigt den Wal und das Nilpferd als
Schwestertaxa. Um diese Phylogenie mit einem Bootstrap zu tberpriufen, verwenden
wir unseren Computer, um aus unserem ursprunglichen Datensatz (Abb. 12b)
kunstliche Datensatze, so genannte Bootstrap-Wiederholungen, zu erstellen. Dazu
ziehen wir eine Zufallsstichprobe mit Ersetzung aus unseren urspringlichen Zeichen -
den sechs Standorten, die jeweils in einer anderen Farbe dargestellt sind. Beachtet,
dass in unserer ersten Wiederholung die Stelle 1 (schwarz) zweimal ausgewéhlt
wurde, wéhrend die Stelle 3 (orange) ganz weggelassen wurde.

Bei der zweiten Wiederholung wurden die Standorte 4 (oliv) und 6 (dunkelblau)
zweimal ausgewahlt, wahrend die Standorte 1 (schwarz) und 5 (hellblau) ausgelassen
wurden. AnschlieRend schéatzen wir die Phylogenie anhand der einzelnen Bootstrap-
Wiederholungen mit der gleichen Methode, die wir fir die Originaldaten verwendet
haben. Fir unsere 1., 3., 4. und 5. Wiederholung weist der einfachste Baum den Wal
und das Nilpferd als engste Verwandte aus. Fir die zweite Wiederholung hat der
einfachste Baum das Kamel und das Nilpferd als Schwesterarten. Schlief3lich zeichnen
wir einen Baum, die sogenannte Konsens-Phylogenie nach der Mehrheitsregel, die
alle monophyletischen Gruppen enthélt, die in mindestens der Halfte unserer
Bootstrap-Wiederholungen vorkommen (Abb. 12c). Die einzige Gruppe innerhalb
unserer Ingroup, die dieses Kriterium erfillt, ist diejenige mit dem Wal und dem
Flusspferd als Schwestertaxa. Wir kennzeichnen den Knoten an der Basis dieser
Klade mit dem Prozentsatz der Wiederholungen, in denen er vorkommt. Diese Zahl,
die Bootstrap-Unterstiitzung, zeigt an, dass die Klade in unserem gesamten Datensatz
ein starker Gewinner ist (Baldauf 2003). Wenn Forscher Bootstrap-Evolutionsbdume
erstellen, werden in der Regel 100 oder mehr Wiederholungen erzeugt. Abb.13 zeigt
die Bootstrap-Unterstiitzung auf der Grundlage von 1.000 Wiederholungen fir
mehrere monophyletische Gruppen in einer Maximum-Likelihood-Phylogenie, die aus
B-Casein-Sequenzen mit 1.100 Nukleotiden Lange geschatzt wurde. In diesem
Datensatz gibt es ein starkes Signal (99 % Bootstrap-Unterstiitzung), das darauf
hinweist, dass Wale zu einer monophyletischen Gruppe mit Kuhen, Hirschen,
Flusspferden, Schweinen und Pekaris gehdren - eingebettet in die Gattung der
Paarhufer. Es gibt auch eine starke Unterstiitzung (100%), die darauf hinweist, dass
Wale Mitglieder einer exklusiveren Klade mit Kidhen, Hirschen und Flusspferden
angehoren. Schwachere Unterstitzung gibt es (59 %) fur die Hypothese, dass Wale
und Nilpferde Schwestertaxa sind. Wie sehr diese Schatzung der tatséchlichen
Evolutionsgeschichte der acht Arten entspricht, hangt davon ab, wie gut das 3-casein-
Gen den Rest des Genoms reprasentiert.
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Abb. 13: Prozentsatz der Bootstrap-Unterstitzung fir eine Maximum-Likelihood-Phylogenie. Baum
geschatzt aus 1.100 Nukleotid langen Sequenzen aus dem [(-Casein-Gen (Gatesy et al. 1999).
Bootstrap-Analyse mit PhyML, alle Optionen auf Standard (Guindon & Gascuel 2003).

Bayessche Phylogenie-Inferenz

Was wir wissen wollen ist aber die Wahrscheinlichkeit des Baums in Abhangigkeit von
den Daten, auch bekannt als die posteriore Wahrscheinlichkeit des Baums. Hierzu
bedient man sich der Bayesschen Phylogenie-Intferenz.

Diese kombiniert die Informationen in der vorherigen und in der
Datenwahrscheinlichkeit, um die sogenannte  posteriore, also hintere
Wahrscheinlichkeit von Baumen zu erzeugen, die die Wahrscheinlichkeit ist, dass der
Baum angesichts der Daten und des Wahrscheinlichkeitsmodells korrekt ist. Die
Bayes'sche Inferenz wurde in den 1990er Jahren von drei unabhangigen Gruppen in
die molekulare Phylogenetik eingefuhrt: Bruce Rannala und Ziheng Yang in Berkeley,
Bob Mau in Madison und Shuying Li an der Universitat von lowa, wobei die letzten
beiden zu dieser Zeit Doktoranden waren (Rannala & Ziheng 1996, Yang & Rannala
1997, Mau et al. 1999, Li et al 2000). Der Ansatz ist seit der Veroffentlichung der
MrBayes-Software im Jahr 2001 sehr popular geworden und ist heute eine der
beliebtesten Methoden in der molekularen Phylogenetik (Huelsenbeck & Ronquist
2001).

Die Bayes'sche Inferenz bezieht sich auf eine Wahrscheinlichkeits-Methode, die von
Reverend Thomas Bayes basierend auf dem Bayes'schen Theorem entwickelt wurde.
wir nutzen hierfir folgende Formel (Bayes 1763, Abb. 14):
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P(data)

P(tree|data) =

Abb. 14: Formel nach Bayes

Der erste Term im Zéahler, P(data|tree) auf der rechten Seite ist die Wahrscheinlichkeit
des Baumes. Der zweite Term, P(tree), ist die Vorwahrscheinlichkeit des Baumes. Es
ist die Wahrscheinlichkeit, die wir dem Baum zugewiesen haben, bevor wir die Daten
beriicksichtigt haben. Der Nenner, P(data), ist die Vorwahrscheinlichkeit der Daten. Er
ist die Summe der Werte, die wir durch Multiplikation der Wahrscheinlichkeit jedes
madglichen Baumes mit seiner vorherigen Wahrscheinlichkeit erhalten (Huelsenbeck
et al. 2001). Wir kénnen also nur dann das berechnen, was wir wollen - die
Wahrscheinlichkeit des Baumes angesichts der Daten -, wenn wir bereit sind,
vorherige Wahrscheinlichkeiten fur alle méglichen Baume anzugeben (Felsenstein
2004).

Der Bayessche Ansatz zur phylogenetischen Rekonstruktion kombiniert die
Anfangswahrscheinlichkeit, also A-priori-Wahrscheinlichkeit eines Baums P(tree) mit
der  Wabhrscheinlichkeit der Daten (P|data), um eine  A-posteriori-
Wahrscheinlichkeitsverteilung auf BAumen P(data|tree) zu erzeugen (Nascimento et
al. 2017). Die A-posteriori-Wahrscheinlichkeit ist die Wahrscheinlichkeit, mit der
Beobachtungen auf der Grundlage der Daten Gruppen zugewiesen werden. in
unserem Fall ware die A-Posteriori-Wahrscheinlichkeit eines phylogenetischen Baums
die Wahrscheinlichkeit, dass der vorliegende Baum korrekt ist, wenn die
Anfangswahrscheinlichkeit, die Daten und das Likelyhood-Modell gegeben sind.

Da die Zahl der moglichen Baume in der Regel sehr groR3 ist, kbnnen wir ihre
posterioren Wahrscheinlichkeiten in der Regel nicht analytisch berechnen. Wir kénnen
jedoch die Baume finden, die nicht vernachlassigbare Posterior-Wahrscheinlichkeiten
haben, und schétzen, wie hoch diese Wahrscheinlichkeiten sind, indem wir eine
Computersoftware verwenden, die Stichproben von Baumen aus einer Population
simuliert, in der jeder mogliche Baum mit einer Haufigkeit vertreten ist, die seiner
Posterior-Wahrscheinlichkeit entspricht (Huelsenbeck et al. 2001). Der verwendete
Algorithmus bewegt sich von Baum zu Baum, wobei er mehr Zeit mit Baumen
verbringt, die hoéhere Wahrscheinlichkeiten haben, und macht regelmafRig eine
Momentaufnahme des Baumes, bei dem er sich gerade befindet. Nachdem eine grol3e
Anzahl von Schnappschissen gesammelt wurde, kann der Computer die posterioren
Wahrscheinlichkeiten schatzen, indem er ermittelt, wie oft jeder mégliche Baum in der
Schnappschusssammlung auftaucht. Der Reiz der Bayes'schen Phylogenie-Inferenz
liegt darin, dass ihre Ergebnisse leicht zu interpretieren sind. Abb. 15 zeigt die
Ergebnisse fir die zuvor verwendeten 1.100-Nukleotid-B-Casein-Sequenzen. Abb.
15a zeigt die posterioren Wahrscheinlichkeiten der drei B&ume, die in den
Schnappschissen auftauchten. Diese summieren sich zu 1. Abb. 15b zeigt den
Konsensbaum, der auf der Mehrheitsregel der Momentaufnahmen basiert. Jede Klade
ist mit der Summe der posterioren Wahrscheinlichkeiten der Baume, in denen sie
vorkommt, gekennzeichnet.
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Abb. 15: Bayes'sche Phylogenie-Inferenz. Geschatzter Baum aus denselben Daten wie in Abb. 13, mit
MrBayes (Ronquist & Huelsenbeck 2003).

Vergleich von Methoden der Phylogenie

Nachdem wir eine Vielzahl von Methoden zur Rekonstruktion der Evolutionsgeschichte
aus Sequenzdaten kennengelernt haben, stellt sich natirlich die Frage, wie gut sie
funktionieren. Forscher haben versucht, diese Frage zu beantworten, indem sie
bekannte Evolutionsgeschichten erstellten und priften, ob verschiedene Methoden
der Phylogenieableitung die wahren Evolutionsbdume wiederherstellen kdnnen.
Manchmal handelt es sich bei den bekannten Evolutionsgeschichten um Stamme von
Organismen, wie z. B. Viren, die im Labor geziichtet wurden (Hillis et al. 1992; Hillis
et al. 1994; Sousa et al. 2008). Haufiger handelt es sich um Sequenzen, die durch
Computersimulation entwickelt wurden (Guidon & Gascuel 2003; Hall 2005;
Kolaczkowski & Thornton 2005). Solche Studien zeigen, dass unter optimalen
Bedingungen alle von uns besprochenen Methoden - Parsimonie, Maximum
Likelihood, Neighbour Joining und Bayes'sche Inferenz - das Verzweigungsmuster im
wahren Baum mit einer Genauigkeit von nahezu 100 % wiederherstellen.

Alle Methoden haben ihre Starken und Schwachen (Felsenstein 1978; Kolaczkowski
& Thornton 2005). Aus diesem Grund verwenden Forscher oft eine Vielzahl von



Methoden und dberprufen, ob die von ihnen ersteliten Baume miteinander
Ubereinstimmen (Huelsenbeck & Hillis 1993; Hillis et al. 1994). Die Inferenz von
Phylogenien ist ein aktives Forschungsgebiet, und es werden standig neue Methoden
entwickelt (Liu et al. 2009; Liu et al. 2011; Edwards 2009).

Im Zuge der Erorterung von Techniken zur Analyse von Sequenzdaten haben wir die
B-Casein-Sequenzen einer grundlichen Prufung unterzogen. Alle unsere
Stammbaume weisen auf die gleiche Schlussfolgerung hin. Wale sind nicht nur mit
den Paarhufern verwandt, sie sind Paarhufer. Und unsere Analysen unterstitzen die
Hypothese, dass Wale und Flusspferde Schwestertaxa sind. Die Wal-Hippo-
Hypothese wurde durch die Analysen anderer Gene und weiteren Taxa zusatzlich
unterstitzt (Gatesy et al. 1999).

Aber die vorher vorgestellten morphologischen Untersuchungen bekréftigen eher die
Hypothese, dass Wale zwar mit den Paarhufern verwandt sind, jedoch selbst nicht
dazu gehoren. Der offensichtliche Konflikt zwischen den Implikationen der molekularen
und der morphologischen Daten veranlasste zu einer Suche nach anderen
Datenquellen. Dies filhrte zu Entdeckungen sowohl in der Paldontologie als auch in
der Molekularbiologie.

Auf dem Weg zu einer Losung zur Phylogenie der Wale

Die neuen molekularen Daten, die die Phylogenie der Wale klaren, wurden vor den
Fossilienfunden gewonnen. Bei den molekularen Daten handelt es sich um das
Vorhandensein oder Fehlen von DNA-Sequenzen, die sich gelegentlich an neuen
Stellen in einem Genom einflgen. Die betreffenden genetischen Elemente werden als
SINEs und LINEs bezeichnet, was fur Short bzw. Long INterspersed Elements steht.
Das Vorhandensein oder Fehlen einer bestimmten SINE oder LINE an einer
homologen Stelle in den Genomen zweier verschiedener Arten kann als Merkmal bei
der Ableitung der Phylogenie verwendet werden.

Die Vorteile der Verwendung dieser Daten bei der Stammesgeschichte ist, dass solche
Transpositionsereignisse, bei denen sich ein parasitares genetisches Element an einer
neuen Stelle im Wirtsgenom einfugt, relativ selten sind. Daher ist es unwahrscheinlich,
dass sich zwei homologe SINEs in zwei unabhangige Wirtslinien an genau der
gleichen Stelle einfigen. Diese Art von Konvergenz ist zwar moglich, aber
unwahrscheinlich. Auch die Umkehrung des urspringlichen Zustands ist
unwahrscheinlich, da der Verlust einer SINE oder LINE in der Regel nachgewiesen
werden kann. Wenn SINEs und LINEs verloren gehen, ist es ublich, auch den damit
verbundenen Verlust eines Teils des Wirtsgenoms zu beobachten. Daher kénnen die
Forscher in der Regel feststellen, ob ein bestimmtes parasitdres Gen fehlt oder
verloren gegangen ist. Wenn Konvergenz und Umkehrung selten sind oder festgestellt
werden koénnen, dann ist Homoplasie unwahrscheinlich. SINEs und LINEs sollten
aul3erordentlich zuverlassige Merkmale sein, die bei der Ableitung der Phylogenie
verwendet werden kénnen (Hillis 1999).



Was sagen SINEs und LINEs Uber die Evolution der Wale aus? Eine Arbeitsgruppe
untersuchte 20 verschiedene SINEs und LINEs, die in den Genomen von Paarhufern
vorkommen (Nikaido et al. 1999; Abb. 16).
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Abb. 16: Nahezu perfekte phylogenetische Merkmale? Diese Tabelle zeigt das Vorhandensein (1) oder
Fehlen (0) einer SINE oder LINE an 20 Loci in den Genomen von sechs Paarhufern und einem Wal
(Baird-Schnabelwal, Berardius bairdii). Fragezeichen (?) kennzeichnen Loci, die bei einigen Taxa
fragwirdig sind. Taxa fragwirdig sind. Die Daten stammen von Nikaido et al. (1999). Der
phylogenetische Baum wurde durch eine Parsimonie-Analyse dieser 20 Merkmale erstellt. Das
Vorhandensein einer SINE oder LINE an den Loci 4-7 definiert eine Klade von Walen und Nilpferden.

Schaut man sich jedes dieser 20 genetischen Marker der Reihe nach an, wird man
feststellen, dass das Vorhandensein oder Fehlen jedes SINE oder LINE als
Synapomorphie fungiert, die genau eine Klade in der Phylogenie identifiziert. Anders
ausgedrtickt: In diesem Datensatz gibt es tGiberhaupt keine Homoplasie und somit auch
keinen Konflikt zwischen den Merkmalen, wenn sie auf den Baum abgebildet werden.
Die Analyse ist bemerkenswert sauber und bestatigt nachdricklich die
Schlussfolgerungen aus den DNA-Sequenzstudien.

Nur wenig spater nach dieser im Jahr 1999 durchgeflhrten Studie gaben zwei
Forscherteams gleichzeitig Fossilfunde bekannt, die als "eines der wichtigsten
Ereignisse im vergangenen Jahrhundert der Wirbeltierpaldontologie" bezeichnet
wurden (de Muizon 2001). Die altesten Fossilien stammten aus 48 Millionen Jahre
alten Gesteinen und reprasentierten zwei Arten: den fuchsgrof3en Ichthyolestes



pinfoldi und den wolfsgrol3en Pakicetus attocki (Thewissen et al. 2001). Bei beiden
handelte es sich um langbeinige, langschwanzige Kreaturen, die eindeutig terrestrisch
lebten. Beide Arten weisen die Synapomorphien an Schédel und Ohrknochen auf, die
fur Wale typisch sind, sowie den scheibenartigen Astragalus, der fur die Paarhufer
typisch ist (Abb. 17).
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Abb. 17: Wale sind Paarhufer. Die hier abgebildeten Fossilien dokumentieren die Anatomie von Tieren
mit abgeleiteten Schadelmerkmalen, die fir Wale charakteristisch sind, und abgeleiteten
Knéchelmerkmalen, die fur Paarhufer charakteristisch sind. Die Fossilien dokumentieren auch einige
der Veranderungen, die frih in der Evolution der Wale auftraten, als die Mitglieder dieses Stammbaums
den Ubergang vom Land zum Wasser vollzogen. Ichthyolestes und Pakicetus, sowie der Astragalus von
Pakicetus nach Thewissen et al. (2001). Ambulocetus nach Thewissen et al. (1994). Rodhocetus nach
Gingerich et al. (2001). Rodhocetus-Astragalus nach Uhen (2010). Basilosaurus nach Gingerich et
al. (1990).



Die gleichen Merkmale finden sich auch bei zwei etwas jingeren Arten, Artiocetus
clavis und Rodhocetus kasrani, die auf 47 Millionen Jahre datiert wurden (Gingerich
et al. 2001). Zusammengenommen bestatigen die neuen Fossilien, was die
molekularen Daten uns schon lange sagen. Wale sind Paarhufer (Uhen 2010). Die
Fossilien belegen nun, dass der Ubergang zu einer aquatischen Lebensweise in einer
Abstammungslinie von Paarhufern stattfand, aus der die heutigen Wale hervorgingen.
Jingste Analysen des Fossilnachweises haben auch eine ausgestorbene Gruppe
semiaquatischer Paarhufer als Schwestergruppe der Flusspferde identifiziert
(Boisserrie et al. 2005). Dieser Bericht stellt eine Verbindung zwischen den Vorfahren
der heutigen Flusspferde und den Vorfahren der heutigen Wale und legt nahe, dass
beide von demselben semiaquatischen Vorfahren abstammen (Orliac et al. 2010).
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