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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Familie der Bromeliaceae

Die Familie der Bromeliaceae wurde erstmals durch Antoine Laurent de Jussieu publiziert
(Jussieu 1789). Der Name leitet sich von der durch Charles Plumier beschriebenen Gattung
Bromelia ab, welche nach dem schwedischen Botaniker Olaf Bromel benannt ist (Linnaeus
1753). Innerhalb der Lilidae (Monokotyle) werden die Bromelien aktuell zur Ordnung der
Poales (SiRgrasartigen) gerechnet (APG 2009). Bis auf Pitcairnia feliciana, welche in

Guinea in Westafrika wachst, ist die Familie endemisch fiir die Neotropis (Abbildung 1).

Nach einer im Juni 2008 vorgenommenen Zusammenstellung umfasste die Familie der
Bromeliaceae nahezu 3200 anerkannte Arten in 58 Gattungen (Luther 2008). Alleine in den
drei Folgejahren wurden jedoch etwa 200 neue Arten beschrieben (IPNI 2012). Die einzige in
groRem Umfang wirtschaftlich genutzte Art ist Ananas comosus (Abbildung 1), welche heute
weltweit in den Tropen und Subtropen angebaut wird. Weiterhin werden einige Bromelien als
Zier- und Zimmerpflanzen genutzt, wie etwa die als Lanzenrosette bekannte Aechmea

fasciata und verschiedene Arten von Tillandsia (Abbildung 2).

Abbildung 1: Ananas comosus und die Verbreitung der Bromeliaceae

A: Ananas comosus, der einzige in grollem Umfang wirtschaftlich genutzte Vertreter der Bromeliaceae. Kolorierte
Tuschezeichnung (Blanco 1880). B: Disjunktes Verbreitungsgebiet der Bromeliaceae in der Neotropis und
Westafrika. Karte verandert auf Basis der in der Datenbank der GBIF (2007) enthaltenen Datensétze.

1.1.1  Merkmale und Okologie

Alle Bromelien weisen fur Monokotyle typische Merkmale wie etwa dreizdhlige Bluten,
parallelnervige Blatter und Adventivwurzeln auf (Sitte et al. 2002). Innerhalb der Familie gibt
es eine Fulle an Lebensformen und damit verbunden eine grof3e morphologische Bandbreite.
So lassen sich Vertreter von den ariden Savannen bis hinein in die tropischen Regenwalder

und von den Kusten und dem Flachland bis hoch hinauf in die Anden finden. Als Ursache fur
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Abbildung 2: Vertreter der Bromeliaceae

Habitus von verschiedenen Vertretern der Bromeliaceae in Botanischen Garten. Prachtige Infloreszenzen von
Aechmea weilbachii (A) und Aechmea fasciata (B) aus Brasilien, die in ganz Mittel- und Stidamerika verbreitete
epiphytische Tillandsia usneoides im trockenen (C) und feuchten (D) Zustand, Tillandsia cyanea aus Ecuador in
Blite mit anderen Tillandsien (E), Bromeliensammlung (F) und Tillandsien-Schauhaus (G) im Botanischen Garten
Heidelberg.

diese Vielfalt wird eine adaptive Radiation der Familie innerhalb der Neotropis angenommen,
im Zuge derer die Bromelien Anpassungen an die unterschiedlichsten Lebensrdume
entwickelten (Benzing 2000).

Viele Bromelien leben epiphytisch, darunter die weitaus meisten Arten der der
Tillandsioideae (Abbildung 2), aber auch Vertreter anderer Unterfamilien (Givnish et al.
2007). Die Wurzeln sind bei epiphytischen Arten haufig reduziert oder zu Haftorganen
umgebildet. Mit der epiphytischen Lebensweise verbunden ist oft auch die Bildung von
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Blatttrichtern, die von den Basen der eng zusammenstehenden Rosettenblatter gebildet
werden. Diese fungieren als Zisternen, das darin gesammelte Wasser und gelGste
Nahrstoffe konnen Uber Saugschuppen aufgenommen werden. Die als Saugschuppen
ausgebildeten Trichome sind ein vielen, aber nicht allen Bromelien eigenes Merkmal. Sie
finden sich entweder nur in den Blatttrichtern oder auf der gesamten Blattoberflache.
Zisternenbildung und Saugschuppen sind sicherlich entscheidende Faktoren fir den Erfolg

der epiphytischen Arten (Benzing 2000).

Die Infloreszenzen der Bromeliaceae sind meistens auffallig bunt gefarbt, was die Beliebtheit
als Zimmerpflanzen erklart (Abbildung 2). Bei vielen Gattungen sind die Bluten selbst jedoch
klein und relativ unscheinbar. Die Schauwirkung geht dann von pigmentierten Hochblattern

und Infloreszenzachsen aus.

1.1.2 Systematik und Biogeographie

Die Bromeliaceae wurden bis in die jlingste Zeit anhand von Fruchtmerkmalen in drei
Unterfamilien eingeteilt. So standen die beerenfriichtigen Bromelioideae den (brigen,
durchweg kapselfriichtigen Arten gegenuber. Letztere unterscheiden sich ihrerseits durch die
Art der Anhangsel an ihren Samen, die bei den Tillandsioideae haarig und bei den
Pitcairnioideae hautig sind (Smith & Downs 1974; 1977; 1979).

Diese traditionelle Unterteilung der Bromeliaceae in drei Unterfamilien gilt heute als Uberholt.
Wahrend zwar Bromelioideae und Tillandsioideae offenbar monophyletisch sind, handelt es
sich bei den klassischen Pitcairnioideae um eine paraphyletische Gruppe. Die hautigen
Samenanhangsel missen demnach als symplesiomorpher Zustand angenommen werden.
Anhand molekularer Untersuchungen der plastidaren DNA wurden die urspringlichen
Pitcairnioideae in die sechs Unterfamilien Brocchinioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae,
Navioideae, Pitcairnioideae und Puyoideae aufgeteilt (Givnish et al. 2007; 2011), womit die

Bromeliaceae derzeit aus acht anerkannten Unterfamilien bestehen (Abbildung 3).

Als phylogenetisch zuerst abzweigende Gruppe gelten die Brocchinioideae, welche in den
tiefer gelegenen Gegenden des geologisch sehr alten Guayana-Schildes im Nordosten
Sudamerikas vorkommen (Givnish et al. 2004). In dieser Gegend wird auch der Ursprung der
Bromeliaceae als solche angenommen. Von dort aus eroberte die Familie zunachst die
héher gelegenen Bereiche des Guayana-Schildes und diversifizierte sich in verschiedene
Linien. Einige dieser Linien verbreiteten sich unabhangig voneinander Uber ganz
Mittelamerika, so etwa die Hechtioideae. Die Vorlaufer der Gattung Cottendorfia

(Navioideae) und mdglicherweise auch einige Linien der Tillandsioideae Uberbriickten die
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Abbildung 3: Systematik der Bromeliaceae

Systematik der Bromeliaceae, vereinfacht nach Givnish et al. (2011). Der hier dargestellte Stammbaum beruht
auf einer Parsimonieanalyse auf Basis von Sequenzen von acht plastidaren Loci. Er wurde mittels des penalized
likelihood in ultrametrische Form gebracht. Auf der rechten Seite sind die acht derzeit anerkannten, jeweils
monophyletischen Unterfamilien markiert. Schwarze Balken stehen flr die sechs Unterfamilien, die friiher als
Pitcairnioideae zusammengefasst wurden. Der hellgraue Balken steht fiir die Bromelioideae und der dunkelgraue
Balken fiir die Tillandsioideae.

tieferen Landstriche und den Amazonas und gelangten direkt in die héheren Lagen des
Brasilianischen Schildes. Die gemeinsamen Vorlaufer der Bromelioideae, Pitcairnioideae und
Puyoideae drangen vom Guayana-Schild aus nach Westen in die Anden vor. Von dort aus
besiedelten sowohl die Bromelioideae als auch die Linie der Pitcairnioideae, die sich spater
in Dyckia und Encholirium auftrennte, unabhangig voneinander den Brasilianischen Schild

(Givnish et al. 2004; 2007; 2011).

1.1.3 Die Unterfamilie Pitcairnioideae

Die Unterfamilie Pitcairnioideae besteht in ihrer heutigen Form (sensu Givnish, im folgenden
einfach als Pitcairnioideae bezeichnet) aus funf anerkannten Gattungen (Abbildungen 3
und 4). Eine zumindest im plastidaren Genom monophyletische Gruppe bilden die drei
Gattungen Dyckia, Encholirium und Deuterocohnia (z.B. Givnish et al. 2011). Deren

Vertreter zeichnen sich durch xeromorphe Anpassungen wie CAM-Photosynthese und stark
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Abbildung 4: Vertreter der Pitcairnioideae und deren Verbreitung

Verbreitungsgebiet der funf Gattungen der Unterfamilie Pitcairnioideae sowie Bluten, vegetative Organe und
Samen von typischen Vertretern. Alle Samen sind im selben Mafistab gezeigt. A-D: Dyckia. A: Bluten von
D. estevesii, B: Blattrosette von D. microcalyx, C: Verbreitung, D: Samen von D. remotiflora. E-H: Encholirium.
E: Infloreszenz von E. spec., F: Blattrosette von E. spec., G: Verbreitung nach Forzza (2005), H: Samen von
E. magalhaesii (links) und E. erectiflorum (rechts, jeweils Zeichnungen nach Forzza 2005). I-L: Deuterocohnia.
I: Bliten von D. recurvipetala, J: Blattrosette von D. longipetala, K: Verbreitung nach Schitz (2012), L: Samen
von D. recurvipetala. M-P: Fosterella. M: Bliten von F. robertreadii, N: Blattrosette von F. rusbyi, O: Verbreitung
nach Peters (2009), P: Samen von F. penduliflora. Q-T: Pitcairnia. Q: Bluten von P. rubronigriflora, R: Blatter von
P. spicata, S: Verbreitung modifiziert von Kai Schubert (persénliche Mitteilung) nach Smith & Downs (1974),
T: Samen von P. maidifolia (links, Zeichnung nach Taylor & Robinson 1999) sowie P. turbinella (mittig) und
P. agavifolia (rechts, Zeichnung wie vorherige nach Smith & Downs 1974). Bild E mit freundlicher Genehmigung
von Kurt Weising.

bewehrte, derbe Blatter mit unterschiedlich ausgepragter Sukkulenz aus. Crayn et al. (2004)
fassten diese Gattungen informell als ,Dyckia clade“ zusammen. Die Uberwiegend andin
verbreitete Gattung Deuterocohnia enthalt inklusive Abromeitiella aktuell 17 Arten (Schitz

2012). Fur Encholirium werden derzeit 25 Arten anerkannt, Dyckia stellt mit 158 Arten die bei
Weitem grote Gattung in dieser Gruppe dar (vgl. 1.2.4).

Die Arten der beiden Ubrigen Gattungen der Unterfamilie, Fosterella und Pitcairnia, besitzen
Uberwiegend mesophytischen Charakter und betreiben Cs;-Photosynthese. Die meisten Arten
von Fosterella kommen in den Yungas Boliviens vor, insgesamt werden derzeit 31 Arten
anerkannt (Peters 2009). Ungleich umfangreicher ist mit Gber 400 Arten die Gattung

Pitcairnia (Luther 2008), deren Arten sich auf ein grof3es Verbreitungsgebiet in Mittel- und
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Sltdamerika verteilen (Abbildung 4). Die umstrittene Gattung Pepinia wurde kirzlich wieder

in Pitcairnia eingegliedert (Taylor & Robinson 1999).

1.2 Die Gattung Dyckia

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Gattung Dyckia, welche daher in den
folgenden Abschnitten ausfihrlich vorgestellt wird. Die letzte umfassende Behandlung der

Gattung erfolgte durch Smith & Downs (1974). Eine moderne Revision ist nicht verfligbar.

1.21 Morphologie

Habitus

Charakteristische vegetative Merkmale der Vertreter der Gattung Dyckia sind in Abbildung 5
zusammengestellt. Die Arten der Gattung besitzen ein dickes, oftmals kriechendes Rhizom
und sprossburtige Wurzeln (Winkler 1982). Viele Arten sind stammlos, einige besitzen
jedoch besonders im Alter mehr oder weniger ausgepragte Stdmme. Ein Extrem stellt
beispielsweise D. edwardii dar, deren Stamm bei einer Dicke von 17 cm bis zu 50 cm lang

werden kann (Braun et al. 2008a).

Die Blatter stehen in mehr oder weniger dichten Rosetten, deren Durchmesser
typischerweise 15-100 cm betragt. Als seltene Ausnahme kann ein Durchmesser von bis zu
300 cm bei freistehenden Rosetten von D. maritima gelten (Winkler 1982). Tote Blatter
verbleiben haufig am Spross und umhiillen diesen, wie beispielsweise bei D. edwardii (Braun
et al. 2008a). Durch die vegetative Vermehrung uber Kindel bilden viele Dyckia-Arten
Kolonien oder dichte Polster aus (Abbildung 5 A und E). Eine einzigartige Abweichung vom
rosettenféormigen Wuchs kommt bei D. estevesii vor, deren Pflanzen teilweise distich
beblattert sind (Abbildung 5 C). Dieses Merkmal variiert aber gelegentlich sogar innerhalb

eines Individuums (Rauh 1987).

Die Pflanzen erreichen inklusive ihrer Infloreszenzen typischerweise eine Hohe von
50-100 cm. Es kommen aber auch sehr kleine Vertreter vor, wie etwa D. odorata mit ca.
10 cm. Besonders grof3 werden Arten wie D. maritima und D. selloa mit 200 cm, D. irwinii mit
225 cm oder D. goiana mit bis zu 250 cm. Die Hohe der Infloreszenz ist aber auch
innerartlich variabel, bei D. microcalyx wurde eine Bandbreite von 40-200 cm beobachtet
(Smith & Downs 1974).

Blétter

Die Blatter sind deutlich in Spreite und Scheide unterteilt. Die Blattspreiten haben ein

zumeist derbes Erscheinungsbild, entweder sind sie sehr starr oder aber ledrig und biegsam.

6
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Die Blattlange reicht typischerweise von 10-50 cm. Bei D. nana sind die Blatter lediglich
3-5cm lang (Leme et al. 2010), bei D. microcalyx dagegen bis 150 cm (Smith & Downs
1974). Ihre Breite variiert zwischen 5 mm bei den linealischen Blattern von D. choristaminea
und mehr als 40 mm bei der grolRwichsigen D. edwardii (Braun et al. 2008a). Farblich sind
die Blattspreiten sehr variabel, so gibt es vollig silbrig-weiRe Blatter bei stark beschuppten
Arten. Ansonsten kommen hellgriine bis sehr dunkelgrine, leicht rotliche bis sehr dunkelrote
oder braunliche bis hin zu dunkel schokoladenbraunen Blattern vor. Die Farbe kann aber
zum Teil innerartlich stark variieren und ist auch vom Standort abhangig. Solche

Farbmorphen scheinen innerhalb der gesamten Bromeliaceae ohnehin haufig zu entstehen

und sich zu verandern, ein in vielen Lebendsammlungen beobachtbares Phanomen (Barbara
et al. 2007).

Abbildung 5: Die Gattung Dyckia: Vegetative Organe

Vegetative Organe und Besonderheiten einiger Vertreter von Dyckia. A:Klonale Koloniebildung bei
D. choristaminea, B:Wenig beschuppte, grine Blatter bei D. microcalyx, C: Distiche Beblatterung bei
D. estevesii. D: Die stark sukkulente und beschuppte D. marnier-lapostollei. E: Kindelbildung bei D. marnier-
lapostollei. F: Rot pigmentierte Rosette bei D. goehringii.

Die Blattrander sind fast immer mit Stacheln bewehrt, nur selten finden sich vollig glatte
Rander. Aber auch sonst bestachelte Arten sind teilweise im oberen Bereich der Spreite
glattrandig oder besitzen einzelne Blatter ganz ohne Stacheln. Bei einigen Arten finden sich
eher kleine Stacheln, bei D. atratiflora sind sie nur etwa 1 mm lang, gerade und weich (Braun

et al. 2009). Typisch sind jedoch deutlich gréRere Stacheln von etwa bei D. ferruginea bis zu
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10 mm Lange (Smith & Downs 1974). Sie sind haufig gebogen, zum Teil in

entgegengesetzte Richtungen, und extrem hart und stabil.

Die Blatter von Dyckia-Arten zeigen eine unterschiedlich stark ausgepragte Sukkulenz. So
gibt es einerseits sehr diinne linealische Blatter, wie etwa bei D. choristaminea, die nur sehr
wenig Feuchtigkeit speichern kdénnen (Abbildung 5 A). Besonders stark ausgepragte
Sukkulenz findet sich bei nordbrasilianischen Arten wie D. marnier-lapostollei (Abbildung 5 D

und E) oder D. joanae-marcioi (Braun et al. 2008b).

Weiterhin finden sich unterschiedliche Grade von Beschuppung. Es gibt véllig kahle, griine
Pflanzen, Arten mit ausschlieBlich abaxial beschuppten Blattern und extreme beidseitige
Beschuppung bei nordbrasilianischen Arten wie D. marnier-lapostollei, D. braunii und
D. joanae-marcioi, die im trockenen Zustand silbrig-weil} erscheinen (Smith & Downs 1974;
Braun et al. 2008b).

Die Blattscheiden sind zumeist stangelumfassend und 15-60 mm lang. Selten weisen sie
Stacheln auf, zum Teil finden sich aber Schuppen. Form, GroRe und Beschaffenheit der
Blattscheiden werden oftmals als wichtiges Merkmal zur Artbestimmung angefiihrt (Smith &
Downs 1974).

Infloreszenzen

Merkmale der Infloreszenzen von Dyckia sind in den Abbildungen6 und?7
zusammengestellt. Die Infloreszenzen entspringen bei allen Arten der Gattung Dyckia lateral
am Spross (Abbildung 6 D-F). Dies st das sicherlich augenscheinlichste
Unterscheidungsmerkmal zu Encholirium mit Ausnahme von E. heloisae, welche ebenfalls
laterale Infloreszenzen bildet (Forzza 2005) und damit eine intermediare Position zwischen
den Gattungen einnimmt. Die Infloreszenzen sind bei Dyckia meist schlank und aufrecht,
selten niedrig und gedrungen. In der Regel handelt es sich um einfache Trauben oder Ahren
oder um zweifach zusammengesetzte Rispen. Eine mit nur 4-6 Bllten besonders armblitige
Art ist D. nana (Leme et al. 2010), typischerweise finden sich aber deutlich mehr Bliten,
beispielsweise Uber 200 bei D. floribunda (Abbildung 6 C, Vesprini et al. 2003). Mehrfach
zusammengesetzte Rispen sind vergleichsweise selten und kommen etwa bei der
groBwuchsigen D. maritima vor (Winkler 1982). Der Verzweigungsgrad kann aber auch
innerartlich variieren. So zeigen Arten welche am naturlichen Standort nur einfache
Infloreszenzen ausbilden unter den besseren Bedingungen in Kultur teilweise verzweigte

Blutenstande (Esteves & Hofacker 2011). Viele Vertreter von Dyckia weisen extraflorale
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Abbildung 6: Die Gattung Dyckia: Infloreszenzen, Bliiten und Friichte

A: Typische orangerotblltige Dyckia-Infloreszenz bei D. remotiflora. B: Wenig verzweigte gelbblitige Infloreszenz
bei D. choristaminea. C: Infrukteszenz der reichblitigen Art D. floribunda. D: Laterale Infloreszenzen zweier
aufeinanderfolgender Jahre bei D. brevifolia. E: Langsschnitt durch dieselbe Achse. F: Teilweise abgeschnittene
Infloreszenzen aus flinf verschiedenen Jahren bei D. estevesii. G: Friichte von D. brevifolia. H: Blitenorgane von
D. brevifolia. Von links nach rechts: Florale Braktee, Sepale, Petale, aufgeschnittene Blite mit sichtbarer
Verwachsung von Petalen und Filamenten, zur Réhre verwachsene Stamina, Griffel mit Narbe.
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Nektarien an verschiedenen Teilen ihrer Infloreszenzen auf (Bernadello et al. 1991; Vesprini
et al. 2003).

Der Blutenschaft, die Blutenstandsachse und die verschiedenen Typen von Brakteen kdnnen
kahl, behaart oder beschuppt sein. Ihre Beschaffenheit sowie die Langen und
Langenverhaltnisse innerhalb der Infloreszenz gelten als haufig wichtige Merkmale zur
Artunterscheidung (Smith & Downs 1974). Oft sind weder der Blitenschaft noch die
Blutenschaft-Brakteen besonders auffallig gefarbt, wie es bei anderen Bromelien der Fall ist
(Winkler 1982). Die Blitenstandsachse dagegen ahnelt haufig farblich den Bluten, kann aber
auch ungefarbt grin sein. Die floralen Brakteen konnen aufrecht, zurtickgeschlagen oder

unscheinbar klein sein, bei einigen Arten Uberragen sie die Sepalen oder gar die Petalen.

Bliiten, Friichte und Samen

Merkmale der Bluten, Frichte und Samen von Dyckia sind in den Abbildungen 6, 7 und 8
zusammengestellt. Die Bluten sind bei Dyckia wie bei fast allen Bromelien zwittrig. Nur bei
einigen Arten, darunter D. hebdingii, D. maritima und D. selloa, kommen andromonézische
oder eingeschlechtliche Bluten vor (Smith & Downs 1974; Winkler 1982; Robinson & Taylor
1999). Diese seltene Ausnahme war auch der Grund fir die zeitweilige Ausgliederung in eine
eigene Gattung Prionophyllum (Koch 1873). Die Bluten sind meistens sehr kurz gestielt oder
sitzend, gelegentlich auch langer gestielt. Haufig verlangern sich die Blitenstiele zur
Fruchtreife. Die Bliten kénnen aufrecht an der Achse anliegen, abstehen oder

zurtickgeschlagen sein (Abbildungen 6 und 7).

Die Sepalen zeigen Uber die Gattung hinweg eine gro3e morphologische Bandbreite. So
kénnen sie kurz und unauffallig, beinahe so lang wie die Petalen oder in Ausnahmen, wie
etwa bei D. ursina, teilweise sogar langer sein. Farblich dhneln sie meist in etwa den
Petalen, wirken aber durch Schuppen oder Haare teilweise deutlich blasser. Die Petalen sind
in der Regel intensiv gefarbt. Typisch sind kraftig leuchtende rote, orangerote,
gelborangefarbene oder gelbe Tone. Dabei bilden rote Pigmente in den Petalen innerhalb
der Bromeliaceae eine Ausnahme (Sazima et al. 1989). Bei Dyckia selten sind beinahe
schwarze Bliten, etwa bei D. atratiflora (Braun et al. 2009), braunliche, schwefelgelbe und

gelbgruine Bluten (Abbildung 7).

Das Androeceum besteht aus zwei Kreisen mit jeweils drei Stamina (Abbildung 6 H). Die
Filamente sind basal zu einer Réhre verwachsen, was ein wichtiger Unterschied zu Bliten
von Encholirium ist. Diese Verwachsung kann basal begrenzt sein oder fast bin an die

Antheren heranreichen, zudem kann eine Verwachsung mit den Petalen vorkommen. Grad
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Abbildung 7: Die Gattung Dyckia: Bliiten

Bluten verschiedener in dieser Arbeit untersuchter Vertreter von Dyckia. A: D. goehringii. B: D. granmogulensis.
C: D. estevesii. D: D. remotiflora. E: D. hebdingii. F: D. aff. leptostachya. G: D. choristaminea. H: D. brevifolia.
I: D. spec.

und Typ der Verwachsung stellen wichtige Bestimmungsmerkmale dar (Smith & Downs
1974). Die Antheren kdnnen entweder in der Bllite eingeschlossen bleiben oder diese
Uberragen. Das Gynoeceum ist ein aus drei verwachsenen Karpellen bestehender

oberstandiger Fruchtknoten. Die meist kurzen Griffel tragen eine dreilappige Narbe.

Die dreifachrigen Kapselfrichte (Abbildung 6 G) enthalten eine Vielzahl an Samen, etwa bei
D. floribunda Uber 120 Stick (Vesprini et al. 2003). Die Samen sind mit bis zu 5 mm
Durchmesser vergleichsweise grof3 und meist asymmetrisch gefliigelt, selten kommen auch
gleichmaRige Hautrander vor (Abbildung 8). Als Ausnahme gibt es langliche Samen mit

schmaleren Randern bei den ehemals unter der separaten Gattung Prionophyllum geflihrten

1
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Arten wie D. maritima. Vereinzelt kommen auch untypisch kleine Samen mit stark
reduzierten Hautréandern vor, so etwa bei D. delicata (Larocca & Sobral 2002). Die Form
insbesondere gefliigelter Samen ist stark durch die Fruchtwand beeinflusst und hangt von

der individuellen Lage innerhalb der Frucht ab.

Abbildung 8: Die Gattung Dyckia: Samen

Samen verschiedener Dyckia-Arten. Die Bilder A-H sind im selben MaRstab dargestellt, um die unterschiedlichen
SamengréRen zu illustrieren. A: D. velascana, B: D. aff. leptostachya, C: D. choristaminea, D: D. floribunda,
E: D. spec., F:D. remotiflora, G:D. maritima (Zeichnung nach Strehl & Beheregaray 2006), H: D. delicata
(Zeichnung nach Larocca & Sobral 2002) I: Bandbreite der Variation von Form und GréRe bei Samen
von D. choristaminea innerhalb eines einzelnen Individuums.

1.2.2 Lebensraum

Informationen zu Klima, Okoregionen und der Gelandetopographie im Verbreitungsgebiet
von Dyckia sind in Abbildung 9 zusammengefasst. Typische Habitate von Dyckia zeichnen
sich durch zumindest saisonale Wasserknappheit und einen Mangel an Nahrstoffen aus
(Abbildung 10). Haufig gibt es eine ausgepragte Trockenzeit zwischen Mai und August
(z. B. Sazima et al. 1989). Die Sonnenexposition ist zumeist sehr stark und die
Tagestemperaturen kdnnen hohe Werte erreichen, was durch die haufig nackten felsigen
Bdden noch verstarkt wird (Winkler 1980).
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Verbreitungsgebiet

Das Verbreitungsgebiet von Dyckia umfasst mehrere Okoregionen nach Olson et al. (2001).
Die weitaus meisten Arten sind im Cerrado beheimatet, einem grofRflachigen semiariden
Savannengebiet im Sudosten Brasiliens. Weiterhin kommen Vertreter der Gattung in
Trockenwaldern und aridem Buschland Nordostbrasiliens (Caatinga), dem Atlantischen
Regenwald Sudostbrasiliens (Mata Atlantica), dem Chaco Boliviens, Nordargentiniens und
Paraguays sowie der Pampa in Nordargentinien, Stdbrasilien und Uruguay vor (Abbildung
9 B). Auch Grenzregionen, wie etwa der Brejo de Altitude genannte Ubergang zwischen
Caatinga und Mata Atlantica bieten Standorte flir Dyckia. Allerdings ist Dyckia in der Regel
auf azonale Standorten beschrankt und gehort nicht zur typischen zonalen Vegetation dieser
Okoregionen. Standorte fiir Dyckia finden sich von Meereshéhe bis hinauf auf 3.000 m, wo
etwa D. velascana im der argentinischen Provinz La Rioja lebt. Die meisten Arten bewohnen
aber mittlere Hohenlagen von 800-1.500 m, Héhen Uber 2.000 m sind eine sehr seltene
Ausnahme (Smith & Downs 1974).

Campos Rupestres

Die Campos Rupestres (portugiesisch fir ,steinige Felder®) bilden das Zentrum der Diversitat
von Dyckia und auch Encholirium und beherbergen einen grofen Teil der Arten (Smith &
Downs 1974; Versieux & Wendt 2006; Versieux & Wendt 2007). Innerhalb der ohnehin
artenreichen Neotropis gilt die azonale Vegetation dieser Habitate als besonders divers und
reich an endemischen Arten. So sind beispielsweise zwei Drittel aller in der als Cerrado
bezeichneten Okoregion vorkommenden GefaRpflanzen auf die Campos Rupestres
beschrankt (Alves et al. 2007). Viele Pflanzenarten sind sogar nur von der Typuslokalitat
bekannt und kommen streng endemisch auf einzelne Berge beschrankt vor (Alves & Kolbek
1994). Typische Pflanzen dieser offenen, steinigen Savannen sind beispielsweise Vertreter

der Eriocaulaceae, Velloziaceae und Xyridaceae (Alves & Kolbek 2010).

Es handelt sich bei den Campos Rupestres um mehr oder weniger isolierte Habitate in den
héheren Lagen des Cerrados, aber auch von Caatinga, Mata Atlantica und anderen
Okoregionen. Als Kern der Campos Rupestres bezeichnen Alves & Kolbek (2010) die Serra
do Espinhaco in den brasilianischen Bundesstaaten Minas Gerais und Bahia. Aber auch in
anderen Gebirgsziigen wie der Serra da Mantiqueira, Serra do Mar, Serra de Diamantina
und Serra da Canastra kommen Campos Rupestres in gréRerem Umfang vor. Viele der
Plateaus (portugiesisch: Chapada) und Hochebenen (portugiesisch: Planalto) sind durch
steile Abhange von der Umgebung abgesetzt und haben somit mehr oder weniger insularen

Charakter. Diese Regionen werden auch als Mar de Morros (portugiesisch fir ,Meer der
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Abbildung 9: Klima, Biome und Geldandehdhe im Verbreitungsgebiet von Dyckia

A: Effektive Klimaklassifikation nach Képpen und Geiger (Karte nach Kottek et al. 2006; Peel et al. 2007). Die
Legende enthalt nur die drei in der Karte auftretenden Hauptgruppen. B: Haupt-Habitattypen (Biome) nach
Olson et al. (2001). C: Reliefkarte basierend auf SRTM- und GTOPO30-Daten (erstellt nach Braxmeier 2012).
Hohen Gber 2000 m sind auf die Anden beschrankt und grau dargestellt. D: Fundorte von Dyckia (grun: in dieser
Arbeit analysierte Planzen, tlrkis: Fundorte nach GBIF(2007), blau: Fundorte nach Smith & Downs(1974)). Das
auf Basis der Fundortdaten angenommene Verbreitungsgebiet ist griin hinterlegt. Siehe auch Abbildung 13.
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Hugel“) bezeichnet. Aber selbst weit entfernt von diesen Gegenden gibt es kleinere isolierte

Campos Rupestres, so etwa in der Serra dos Carajas im Westen von Para in Amazonien.

Charakteristisch flr die Campos Rupestres sind der felsige und flachgrindige Untergrund,
der aus Quarzit oder Sandstein, seltener aus Granitgneis oder Eisenstein besteht. Die aus
der Verwitterung dieser Gesteine resultierenden Boden unterscheiden sich grundlegend von
den Bdden des umgebenden Cerrados, die Uberwiegend von nadhrstoffarmem Laterit mit
hohen Konzentrationen an Eisen und Aluminium gebildet werden. Insbesondere Aluminium
kann fur Pflanzen problematisch sein (Haridasan 2008). In heutiger Zeit befinden sich die
Campos Rupestres in Hohen von 800-2.000 m (Alves & Kolbek 1994; 2010). Antonelli et al.
(2010) geben als Untergrenze 1.000 m an. Die meisten Vertreter von Dyckia leben
typischerweise in Héhen zwischen 800-1.500 m, was sich mit der Verbreitung der Campos

Rupestres deckt.

Savannengebiete

Die Campos Rupestres stellen ein sehr offenes Gelande mit exponiertem Fels und nur
wenigen kleinen Strauchern dar. In geringerer Vielfalt finden sich Arten von Dyckia auch in
den die Campos Rupestres umgebenden Savannen, insbesondere dem Cerrado. Dabei
finden sich unter den zur Okoregion Cerrado zusammengefassten teils sehr
unterschiedlichen  Savannentypen ganzlich baumlose Graslander bis hin zu
halbimmergriinen Waldern. Furley (1999) beschreibt funf Untertypen, die vom géanzlich
offenen Campo Limpo (portugiesisch fir ,sauberes Feld®), Uber die zunehmend mit
Geholzen bedeckten Typen Campo Sujo (portugiesisch fir ,schmutziges Feld), Campo
Cerrado (portugiesisch fir ,geschlossenes Feld“) und Cerrado sensu stricto (portugiesisch
fur ,geschlossen®) bis hin zur Cerradado (portugiesisch fiir ,grofies Cerrado®) genannten
Baumsavanne reichen. Sowohl die Nahrstoffarmut der Bdden als auch die Feuergefahr
nehmen vom Grasland hin zum Cerradao ab. Arten von Dyckia kommen zumindest in den
offeneren Formationen bis hin zum Cerrado sensu stricto vor, fir gewdhnlich in besonders
trockenen Gebieten. Beispielsweise D. irwinii wachst in offenem Buschland und Randern von
Blschen freier Bereiche in Hohen von 400-525 m, kommt in ganzlich offenen Gebieten aber
nicht vor. Auch D. linearifolia ist auf offenes Buschland in 575-650 m beschrankt.
D. grandidentata lebt in etwa 240 m Hohe auf felsigem Untergrund zwischen Baumen und

Strauchern, also einem eher geschlossenen Cerrado (Braun & Pereira 2008).
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Abbildung 10: Lebensraum von Dyckia

Verschiedene Vertreter von Dyckia im Habitat. A: D. edwardii in einem sehr xeromorphen Campo Cerrado
(Typusstandort, nordliches Goias, Brasilien). B: D. maritima auf exponiertem Fels nahe der Kiste (Praia da
Guarita, Torres, Rio Grande do Sul, Brasilien). C: D. brevifolia in einem saisonal ausgetrockneten Flussbett (Tal
des ltajai, Brasilien). D: D. julianae in einem eher mesomorphen Habitat. E: D. hebdingii in Gesellschaft mit
Moosen und Flechten. Bild A aus Braun et al. (2008a) mit freundlicher Genehmigung von Pierre Braun (Kerpen,
Deutschland), Bilder B und C mit freundlicher Genehmigung von Constantino Gastaldi (Joinville, Santa Catarina,
Brasilien), Bilder D und E mit freundlicher Genehmigung von Holger Sachs (Hamburg, Deutschland).

Azonale Standorte in anderen Okoregionen

Wahrend Arten von Dyckia in den Campos Rupestres und auch Teilen der umgebenden
Savannen zur typischen Vegetation gehdren, sind sie in anderen Okoregionen auf azonale
Standorte mit untypischen Bedingungen beschrankt. Porembski et al. (1998) beschrieben

Dyckia und auch Encholirium als Teil der Vegetation von Inselbergen der Mata Atlantica.
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Selbst in Amazonien kommt Dyckia auf geeigneten felsigen Habitaten wie kleinflachigen
Vorkommen von Cerrado und Campos Rupestres vor (Smith & Downs 1974), wahrend

ansonsten Regenwalder dominieren.

Einige Vertreter von Dyckia leben nahezu auf Meereshdéhe entlang der Atlantikkiste im
Siden Brasiliens und Uruguays. So finden sich beispielsweise D. maritima und
D. encholirioides in felsigen Kistenhabitaten, zumeist in unmittelbarer Nahe zum Meer. Fur
den Suden Brasiliens, Uruguay und Teile Argentiniens ist ansonsten die Vegetation der
Pampas typisch, durchsetzt von Ulberwiegend granitischen Felskuppen (Olson et al. 2001;
Overbeck et al. 2007). Winkler (1982) beschreibt die Pampa von Rio Grande do Sul, die den
grofldten Teil dieses Bundesstaates bedeckt, als vollig frei von Vertretern der Bromeliaceae.
Felsige Extrembiotope dieser Region werden dagegen fast immer von Dyckia besiedelt. Ein
Beispiel ist die streng endemische D. choristaminea, welche auf Standorten bis zu 80 m Uber
dem Meeresspiegel lebt. Weit verbreitet im sidostlichen Bolivien, dem norddstlichen
Argentinien, dem Suden Brasiliens und in Paraguay ist D. leptostachya, welche ebenfalls bis
hinab auf Meereshdhe auftritt (Smith & Downs 1974).

SchlieBlich kommen auch einige Vertreter von Dyckia bis hoch in die Vorgebirge der Anden
vor. Beispiele sind D. floribunda und D. velascana, welche im Nordwesten Argentiniens weit

verbreitet sind.

Rheophyten

Einen ungewohnlichen Lebensraum besiedeln die rheophytischen Dyckia-Arten im Suden
Brasiliens. Die Pflanzen wachsen in 30-400 m Uber Meereshohe direkt in Flussbetten oder
auf kleinen Sandbanken und uberstehen die Regenzeit komplett untergetaucht. Fur den Rest
des Jahres zeichnen sich solche Biotope durch extreme Trockenheit aus (Abbildung 10 C).
Zwei Arten finden sich am Rio Itajai, D. ibiramensis ist ein strenger Endemit in einem kurzen
Abschnitt des Oberlaufes um die Stadt Ibirama (Smith & Downs 1974; Hmeljevski et al.
2011). D. brevifolia besitzt ein groReres Verbreitungsgebiet flussabwarts bis nach Blumenau
(Smith & Downs 1974; Rogalski 2007; Hmeljevski et al. 2011). Die ahnliche D. distachya kam
geographisch deutlich getrennt von diesen beiden Arten an den Flissen Rio Uruguay, Rio
Parana und Rio Pelotas vor. Durch intensive Denaturierung der Flusslaufe im Zuge von
Dammbauten ist diese Art aber in ihrem natirlichen Habitat bis auf eine letzte Population
ausgestorben (Smith & Downs 1974; Pompelli & Guerra 2004; 2005; Lobo et al. 2008;
Wiesbauer 2008; Voltolini et al. 2009).
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1.2.3 Physiologie, Okologie und Fortpflanzungsbiologie

Als Bewohner Uberwiegend trockener und heiRer Standorte verfligen Vertreter von Dyckia
uber eine Reihe physiologischer und morphologischer Anpassungen. Wie auch
Deuterocohnia und Encholirium betreiben alle bisher untersuchten Dyckia-Arten CAM-
Photosynthese (Crayn et al. 2004). Eine vergleichende Studie zum Stoffwechsel von
D. distachya und Vriesea platynema zeigte, dass D. distachya einen hohen Grad an
Anpassungsfahigkeit und effektive Mechanismen zum Uberleben unter widrigen
Bedingungen aufweist (Uarrota et al. 2012 ). Als xeromorphe Anpassungen sind vor allem
die Blattsukkulenz und der Frallschutz durch die teils extreme Bestachelung zu nennen
(Abbildung 11 A-C, vgl. 1.2.1). Ferner kann die starke Beschuppung vieler Arten als Schutz
vor intensiver Strahlung und vor GUbermaRiger Verdunstung interpretiert werden. Die Bildung
von Kolonien oder Polstern schafft ein glinstiges Mikroklima und kann der Verdunstung auch

aus dem unter der Pflanze befindlichen Substrat vorbeugen (Abbildung 11 D).

Fir die Pflanzengesellschaften des Cerrados stellen verheerende Flachenbréande eine
stéandige Bedrohung dar. Simon et al. (2009) vermuten eine Zunahme von Branden in den
letzten vier Millionen Jahren in Zusammenhang mit dem verstarkten Aufkommen leicht
entzindlicher C4-Graser in den Savannen. Widerstandsfahigkeit gegen Feuer stellt demnach
eine wichtige Schlusselinnovation fur viele Bewohner dieser Lebensraume dar und mag auch
als Motor zur schnellen Diversifizierung in vielen Pflanzengruppen gedient haben. Benzing
(2000) beschreibt fir die in den Campos Rupestres vorkommenden Vertreter von Dyckia und
Encholirium eine ausgepragte Resistenz gegen Feuer. So isolieren die stangelumfassenden
Blattscheiden die Sprossachse gegen die Hitze, die Pflanzen kénnen anschlieRend wieder
austreiben. Teilweise bieten die Wande von mit den Pflanzen assoziierten Termitennestern

zuséatzlichen Schutz vor Feuer.

Far D. maritima wurde eine besondere Anpassung an die teils extrem nahrstoffarmen Béden
beobachtet. So wachsen diese Pflanzen regelmaRig auf Nestern von Termiten der Art
Cortaritermes silvestrii, welche ein ausreichendes Angebot an Nahrstoffen bereitstellen.
Diese Gemeinschaft ist ein gutes Beispiel fur einen fakultativen Mutualismus, da die stark
bewehrten Pflanzen einen guten Schutz firr die Nester darstellen. Nur aufierst selten finden
sich Termitennester ohne assoziierte Pflanzen von D. maritima (Waldemar & Irgang 2003).
Auch fur D. brasiliana wurde eine haufige Assoziation mit Termitennestern beschrieben
(Smith 1966).

Die Blltezeit der meisten Arten von Dyckia liegt meistens zwischen Oktober und Januar.

Ausnahmen bilden beispielsweise D. reitzii sehr frih im September und D. selloa bis in den
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IER

Abbildung 11: Xeromorphe Anpassungen , extraflorale Nektarien und Bestaubung

A: Stark bewehrte Blattrander als FralRschutz bei D. goehringii, B: Querschnitt durch ein stark sukkulentes Blatt
von D. marnier-lapostollei mit ausgedehntem Speichergewebe, C: Ausgepragte Beschuppung bei D. marnier-
lapostollei, D: Bildung einer dichten Kolonie aus Blattrosetten durch vegetative Proliferation bei D. rariflora.
E: Nektartropfen aus extrafloralen Nektarien bei D. choristaminea . F: Zahlreiche Ameisen auf einer D. spec. in
der Sammlung von Elton Leme (Teresopolis, Brasilien), G: Colibri serrirostris an Bliten von D. tuberosa. Bild F
mit freundlicher Genehmigung von Nicole Schiitz. Bild G mit freundlicher Genehmigung von Leandro Freitas (Rio
de Janeiro, Brasilien).

April hinein (Winkler 1982). Als Bestauber fungieren insbesondere Kolibris (beispielsweise
Colibri serrirostris, Clorostilbon aureoventris, Augastes scutatus oder Sappho sparganura),

Bienen und Schmetterlinge (beispielsweise Papilio thoas), aber auch andere Insekten wie
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das Neozoon Apis melifera (Sazima et al. 1989; Bernadello et al. 1991; Vesprini et al. 2003;
Freitas & Sazima 2006). Die meisten Arten gelten als selbstfertil, bei einigen Arten wie etwa
D. tuberosa, D. mauriziae oder D. braunii konnte aber auch Selbstinkompatibilitat beobachtet
werden, was innerhalb der gesamten Bromeliaceae vergleichsweise selten st
(Vosgueritchian & Buzato 2006; Braun et al. 2008b; Esteves & Hofacker 2011). Die
Spezifizitat bezuglich der Bestauber ist vermutlich meist gering. So wurden an D. distachya
diverse Schmetterlingsarten, Schwebfliegen, verschiedene Bienenarten und Kolibris
beobachtet (Wiesbauer 2008).

Bei vielen Arten von Dyckia befinden sich extraflorale Nektarien entlang der Infloreszenzen
(Abbildung 11 E). Die produzierte Menge an Nektar ist teils betrachtlich und stellt eine hohe
Investition an Energie dar. Vesprini et al. (2003) beobachteten eine deutlich gesteigerte
Samenproduktion bei D. floribunda, wenn die Pflanzen regelmafig von Ameisen besucht
werden. Dies wird auf die erfolgreiche Verteidigung der aggressiven Insekten gegen
Herbivoren zuruckgefuhrt. Im Gegensatz zu den unbewehrten und exponierten
Infloreszenzen weisen die Blattrosetten keine extrafloralen Nektarien auf. Auch bei in
botanischen Garten kultivierten Pflanzen kénnen haufig Ameisen auf den Infloreszenzen von
Dyckia beobachtet werden (Abbildung 11 F).

Alle Arten von Dyckia sind Windstreuer. Der Wind bewegt die elastischen Blutenstande und
die Samen werden dann uber kurze Distanzen geschleudert (Sitte et al. 2002). Boleochorie
gilt jedoch als ineffektive Form der Samenverbreitung (Versieux & Wendt 2006), was in
Anbetracht der verhaltnismaRig grollen Samen fur Dyckia besonders zutreffend sein mag
(vgl. Abbildung 4. Die Samen von Dyckia sind zur Keimung in volliger Dunkelheit fahig,
wahrend Encholirium ausschliefdlich im Licht keimt. Dieser Umstand kann beispielsweise
relevant fur die Keimung in Felsspalten sein (Tarré et al. 2007). Fur D. encholirioides, welche
nahe den Kisten des sudlichen Brasiliens vorkommt, konnte eine hohe Resistenz der
Samen gegen Salz gezeigt werden. Zwar reduziert ein salines Milieu die Keimfahigkeit,
jedoch ist dieser Einfluss reversibel. So Uberleben die Samen und kénnen erfolgreich

keimen, wenn der Salzgehalt in der Umgebung abnimmt (Pompelli et al. 2006).

1.2.4 Taxonomische Geschichte

Die glltige Erstbeschreibung der Gattung Dyckia lieferte 1830 Julius Hermann Schulte
(*1804, t1840) durch die Publikation dreier Arten (Schultes & Schultes 1830). Er benannte
die Gattung nach dem deutschen Adligen und Amateurbotaniker Joseph zu Salm-
Reifferscheidt-Dyck (*1773, t1861). Von den drei publizierten Arten wurde erst sehr viel
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spater D. densiflora als Lectotypus fur die Gattung definiert (Smith 1979; Grant & Zijlstra
1998).

Im selben Jahr beschrieb Karl Friedrich Philipp von Martius (*1794, 11868) die Gattung
Encholirium als monotypisch mit dem einzigen Vertreter E. spectabile (Schultes & Schultes
1830).

Karl Heinrich Koch (*1809, 11879) beschrieb 1873 Prionophyllum als monotypische Gattung
mit dem einzigen Vertreter P. selloum und grenzte sie durch das Vorhandensein
andromondzischer Bliten gegen Dyckia mit zwittrigen Bliten ab (Koch 1873). Wenig spater
synonymisierten George Bentham (*1800, $1884) und Joseph Dalton Hooker (*1817, 1+1911)
Encholirium und Prionophyllum, was jedoch nie wieder aufgegriffen wurde. Ferner flihrten sie
die griechische Schreibweise Encholirion ein, die zwar taxonomisch gesehen falsch ist, aber

in der Literatur immer noch vereinzelt auftaucht (z. B. Terry et al. 1997).

Im 1889 erschienenen Handbook of the Bromeliaceae (Baker 1889) findet sich eine erste
umfassende taxonomische Bearbeitung von Dyckia. John Gilbert Baker (*1834, 11920) listet
insgesamt 34 Uberwiegend von ihm selbst beschriebene Arten und drei Varietaten auf,
verteilt auf funf Untergattungen (Dyckia, Prionophyllum, Navia, Cephalonavia und
Encholirion). Von diesen 34 Arten wurden viele im Laufe der Zeit in andere, teils weit
entfernte Gattungen wie Connellia und Navia gestellt. Die Gattung Encholirium wurde spater

nie wieder in Dyckia mit einbezogen.

Die nachste umfassende Bearbeitung von Dyckia verdffentlichte Carl Christian Mez (*1866,
11944) im dritten Band der Flora Brasiliensis (Mez 1894). Hier finden sich 46 Arten innerhalb
von Dyckia, darunter 19 von Mez neu beschriebene. Prionophyllum wird in dieser Arbeit als
eigenstandige monotypische Gattung mit P. selloum gefuhrt. Encholirium wird mit den zwei

Arten E. spectabile und E. glaziovii erwahnt.

Bereits kurze Zeit spater fuhrt Mez in einer eigenen Monographie der Bromeliaceae bereits
57 Arten fUr Dyckia auf, darunter 15 hier erstmals beschriebene (Mez 1896). Prionophyllum
enthalt mit der neu beschriebenen P. maritimum nun zwei Arten. Die 1851 als monotypisch
beschriebene Gattung Garrelia (Gaudichaud-Beaupré 1851) wird als D. encholirioides nun
zu Dyckia gestellt. Encholirium wird hier mit drei Arten angegeben, darunter die neu

beschriebene E. subsecundum.

Carl Christian Mez publizierte spater noch eine weitere Monographie der gesamten

Bromeliaceae (Mez 1935). Innerhalb von Dyckia zahlt er 77 Arten auf. Prionophyllum wird
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hier unverandert mit zwei Arten angegeben. Encholirium enthalt funf Arten. Damit beschrieb

Mez im Laufe seines Lebens insgesamt 49 Taxa innerhalb von Dyckia.

In der folgenden Zeit machte sich in besonderem MalRe Lyman Bradford Smith (*1904,
11997) um die Gattung Dyckia und die Bromeliaceae verdient. So beschrieb er insgesamt 55
Taxa innerhalb von Dyckia. Die bis heute umfassendste und aktuellste Monographie der
Bromeliaceae und damit auch die bisher letzte Bearbeitung der Gattung Dyckia findet sich
schlief3lich in Band 14 der Flora Neotropica (Smith & Downs 1974; 1977; 1979). Fur Dyckia
finden sich hier 106 Arten und sechs nicht typische Varietaten, Encholirium ist mit 14 Arten

vertreten. Die drei ehemals zu Prionophyllum gestellten Arten sind nun in Dyckia enthalten.
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Abbildung 12: Historische Entwicklung der Anzahl anerkannter Arten von Dyckia und Encholirium

Gezeigt ist der Umfang der Gattungen Dyckia und Encholirium in verschiedenen historischen Werken und heute.
Die Jahreszahlen stehen fir folgende Werke: Systema vegetabilum (Schultes & Schultes 1830), Handbook of the
Bromeliaceae (Baker 1889), Flora Brasiliensis (Mez 1894), Monographiae Phanerogamarum (Mez 1896) und
Flora Neotropica (Smith & Downs 1974). Die Angaben fiir 2012 beziehen die jingste Literatur mit ein.

Seit 1991 publizierte Harry Luther regelmaflig neue Versionen einer Liste anerkannter
Gattungen und Arten der Bromeliaceae. Die aktuelle und vermutlich finale 11. Ausgabe
(Luther 2008) enthalt fir Dyckia 131 Arten und sieben nicht typische Varietaten. Seit deren
Veroffentlichung wurden allerdings schon 27 weitere Arten flr Dyckia neu beschrieben
(Braun & Pereira 2008; Braun et al. 2008a; Strehl 2008; Braun & Pereira 2009; Braun et al.
2009; 2010; Leme 2010; Leme et al. 2010; Esteves & Hofacker 2011; Leme & Kollmann

2011; Guarconi et al. 2012; Leme et al. 2012), so dass derzeit 158 giltige Arten und sieben
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Varietaten fUr Dyckia existieren. Wahrend der gesamten taxonomischen Geschichte von

Dyckia waren insgesamt Uber 240 Taxa beschrieben worden.

Wahrend die Flora Neotropica fir Dyckia die letzte Bearbeitung darstellt, existiert flr
Encholirium eine aktuelle taxonomische Revision (Forzza 2005). Hier werden 23 der 47
wahrend der gesamten taxonomischen Geschichte von Encholirium beschriebenen Arten
anerkannt, eine davon mit vorlaufiger Beschreibung (als E. sp. nov. ined.). Seitdem wurden
drei weitere Arten beschrieben (Leme 2010; Forzza & Zappi 2011). Abschlieend I&sst sich
feststellen, dass die Gattung Dyckia seit der letzten taxonomischen Bearbeitung von 112 auf
165 Taxa erweitert wurde. Insbesondere in jingster Zeit hat die Publikation neuer Arten stark
zugenommen, was eine umfassende taxonomische Revision der Gattung mehr als

winschenswert macht (Abbildung 12).

1.3 Ziele dieser Arbeit

1.3.1 Bisherige wissenschaftliche Arbeiten zu Dyckia

Abgesehen von taxonomischen Bearbeitungen (vgl. 1.2.4) wurden bisher keine die gesamte
Gattung umfassenden Arbeiten zu Dyckia durchgefiihrt. Nichtsdestotrotz Idsst sich aus
bisher zu den unterschiedlichsten Aspekten publizierten Arbeiten ein recht genaues Bild von

Dyckia zeichnen.

Insbesondere Erstbeschreibungen jingeren Datums enthalten neben der Diagnose haufig
eine Fulle weiterer Informationen zu Standort, Vergesellschaftung, Okologie und
mutmallichen Verwandtschaftskreisen innerhalb der Gattung (z. B. Rauh 1985; 1987; 1988;
Till & W. Morawetz 1990; Rauh & Grof® 1991; Braun et al. 2008a; 2008b; 2009; Strehl 2008;
Leme et al. 2010; 2012). Informationen zur Gattung Dyckia finden sich auch in diversen
Arbeiten, die sich mit den Bromeliaceae im Allgemeinen beschaftigen, wenngleich diese
Arbeiten meist lokal begrenzte Gebiete abhandeln (Smith 1934; Winkler 1980; 1982;
Versieux & Wendt 2006; 2007).

Ferner gibt es Studien zur Keimungsfahigkeit von Dyckia und Encholirium unter
verschiedenen Bedingungen und zum Einfluss von Lagerung und Kryokonservierung (Tarré
et al. 2007). Ebenfalls einen Vergleich zwischen Dyckia und Encholirium zieht eine Arbeit zur
Wourzelanatomie beider Gattungen (Pita & Menezes 2002). Immerhin 12 Vertreter von Dyckia
wurden in eine Arbeit zur Samenmorphologie einbezogen (Strehl & Beheregaray 2006). In
dieser Studie versuchten die Autoren, tUber biometrische Analysen die untersuchten Arten in

Gruppen einzuteilen.
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Eine haufige Motivation, sich mit einzelnen Dyckia-Arten auseinanderzusetzen, liegt wohl in
auch der anhaltenden Bedrohung ihrer natlrlichen Standorte. So wurden an D. agudensis,
D. distachya und D. maritima diverse Arbeiten zu ex situ-Konservierung, somatischer
Embryogenese und Mikropropagation durchgefuhrt (Pompelli & Guerra 2004; 2005; Pompelli
et al. 2005; Silva et al. 2007; 2008).

Besonders interessant fir die vorliegende Arbeit sind Studien zur Okologie und Reproduktion
von Dyckia. Fur D. floribunda wurde beispielsweise der positive Einfluss von auf den
Pflanzen lebenden Ameisen auf den Reproduktionserfolg erforscht (Vesprini et al. 2003). Bei
D. maritima wurde ein fakultativer Mutualismus zwischen den Pflanzen und Termiten, auf
deren Bauten sie wachsen, ausgemacht (Waldemar & Irgang 2003). An D. tuberosa wurden
Blitendkologie und Bestaubung (Vosgueritchian & Buzato 2006) sowie das
Keimungsverhalten ihrer Samen in Abhangigkeit von Licht und Temperatur studiert (Vieira et
al. 2007). Fur D. encholirioides wurde ebenfalls der Einfluss von unterschiedlichen
Temperaturen und auch der Salzkonzentration auf das Keimungsverhalten untersucht
(Pompelli et al. 2006). Fur D. pseudococcinea schliellich existieren Arbeiten zur
Beschaffenheit der Samen und der Entwicklung der Embryonen (Conceigéo et al. 2007;
Mendes et al. 2010).

Besonders gut untersucht sind die drei sudbrasilianischen rheophytischen Arten D. brevifolia,
D. distachya und D. ibiramensis betrachten. Hier gibt es ausgedehnte Studien zu
anatomischen (Lobo 2007; Lobo et al. 2008; Voltolini et al. 2009) und 06kologischen
Besonderheiten (Rogalski 2007; Rogalski et al. 2009). Auch die Struktur von Populationen
und der Genfluss zwischen solchen wurden an diesen Arten untersucht (Rogalski et al. 2007;
Hmeljevski et al. 2011). Fur D. distachya wurden detaillierte Untersuchungen zum
Stoffwechsel durchgeflhrt (Uarrota et al. 2012 ).

1.3.2 Bisherige molekulare Arbeiten an Dyckia

Grofliere molekulare Untersuchungen zur Phylogenie von Dyckia und auch Encholirium
wurden bisher nicht durchgefiihrt. In Arbeiten, welche andere Gattungen oder die gesamte
Familie der Bromeliaceae zum Gegenstand hatten, wurden jeweils nur eine, zwei oder
maximal vier Akzessionen von Dyckia und Encholiium in die Untersuchungen
eingeschlossen (Terry et al. 1997; Horres et al. 2000; Crayn et al. 2004; Givnish et al. 2004;
2007; 2011; Rex et al. 2009). Im Rahmen einer kurzlich als Dissertation publizierten
taxonomischen Revision der Gattung Deuterocohnia wurden acht Akzessionen von Dyckia
und zwei Arten von Encholirium in eine molekulare Phylogenie einbezogen, die allerdings

nur eine geringe Aufldsung zeigte (Schitz 2012).
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Die bisher umfangreichste Studie zu Dyckia wurde im Rahmen der Diplomarbeit des
Verfassers durchgefihrt und basiert auf den beiden plastidaren Loci rp/32-trnL und matK
(Krapp 2009). Eine begrenzte Auflosung und statistische Unterstiitzung der ermittelten
Phylogenie sowie die limitierte Zahl an Proben, insbesondere von Encholirium, liellen aber
keine belastbare Hypothesen zu. So konnten weder das Verhaltnis von Dyckia und
Encholirium zueinander geklart werden, noch wurden Gruppierungen innerhalb von Dyckia
mit ausreichender Unterstiitzung gefunden. Ferner brachte die Verwendung zahlreicher, aus
Botanischen Garten stammenden Pflanzen ohne gesicherte Dokumentation Probleme

bezlglich der Interpretation mit sich.

1.3.3 Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Rekonstruktion der Phylogenie der Gattung Dyckia

und ihre Evaluierung in Bezug auf folgende Fragen:

Verhéltnis von Dyckia und Encholirium

 Stellen die Gattungen Dyckia und Encholirium jeweils monophyletische
Abstammungsgemeinschaften dar und wie ist ihr Verhaltnis zueinander? Wann und

wo trennten sich die Gattungen voneinander?

Verwandtschaftliche Beziehungen innerhalb von Dyckia

* Konnen mittels vergleichender Sequenzierung plastidarer oder nukledrer DNA gut
aufgeloste Phylogenien innerhalb von Dyckia rekonstruiert werden? Zeichnen sich

Kladen innerhalb von Dyckia durch morphologische Synapomorphien aus?

Historische Biogeographie von Dyckia

* Auf welchen Wegen gelangten die rezenten Vertreter von Dyckia in ihre heutigen
Verbreitungsgebiete? In welchem zeitlichen Rahmen spielten sich die Ausbreitung

und Diversifizierung von Dyckia ab?

Artenzahl und Artabgrenzung

*  Welche Faktoren flihrten zur aulergewoOhnlich hohen Artenzahl von Dyckia

verglichen mit Encholirium? Gab es Radiationen?

« Stellen die vielen beschriecbenen Morphospezies distinkte genetische
Abstammungseinheiten dar? Spiegelt sich die Plastizitdt morphologischer Merkmale

auch in der genetischen Situation wider?
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1.3.4 Einfiihrung in die Methodik dieser Arbeit

Zur Bearbeitung der gegebenen Fragestellung kamen molekulare Methoden zum Einsatz.
Um die Auflosung der aus Sequenzdaten gewonnenen Phylogenien zu erhohen, kamen
neben der vergleichenden Sequenzierung von Bereichen des plastidaren und des nukledren

Genoms auch plastidare Mikrosatellitenmarker zum Einsatz.

Plastiddre Sequenzen

Der grol3e Vorteil plastidarer DNA ist die einfache Handhabbarkeit. Die hohe Kopienzahl des
Plastoms pro Zelle erlaubt eine problemlose Amplifikation spezifischer Zielsequenzen mit
Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) selbst aus DNA-Proben von geringer Qualitat.
Ferner tragen flr gewohnlich alle Plastiden einer Pflanze dieselbe Information. Dies liegt an
der geringen Geschwindigkeit der Sequenzevolution, fehlenden Rekombinationsereignissen
und den regelmaBigen genetischen Flaschenhalsen, die Plastiden-Populationen bei der
Weitergabe Uber Samen durchlaufen (z. B. Small et al. 2004). Zudem bietet die strukturelle
Uniformitat sowie die hohe Konservierung von Sequenz und Abfolge von bestimmten Genen
auf dem Plastom die Moglichkeit, universelle Primer zu entwickeln, die in vielen
Pflanzengruppen funktionieren (Shaw et al. 2007; Knoop & Miiller 2009). Die vergleichende
Sequenzierung plastidarer Loci ist eine Standardmethode der Molekularsystematik bei
Pflanzen und wurde innerhalb der Bromeliaceae flir eine Vielzahl an Fragestellungen
verwendet (z. B. Barfuss et al. 2005; Rex et al. 2009; Schulte et al. 2009; Givnish et al.
2011).

Nukleédre Sequenzen

Phylogenetische Analysen mit Sequenzen des Plastoms spiegeln nur die Evolution der
maternalen Linie wider, da Plastiden in den meisten Angiospermen ausschlieRlich von der
Mutterpflanze weitergegeben werden. Diese Art der Vererbung wird auch fir die
Bromeliaceae angenommen (z. B. Jabaily & Sytsma 2010). Um die Evolution sowohl der
maternalen, als auch der paternalen Linie nachvollziehen zu kdénnen, missen biparental
vererbte Teile des Genoms untersucht werden, also das Genom des Zellkerns. Im Vergleich
zur Sequenzierung von Abschnitten des Plastoms weisen nukleare Loci allerdings eine
Reihe von Besonderheiten und technischen Schwierigkeiten auf, die bertcksichtigt werden
mussen (vgl. 2.2.3.2). Trotz des héheren methodischen Aufwands rucken nukleare Loci
zunehmend in den Fokus fir molekularsystematische Studien, auch innerhalb der
Bromeliaceae (z. B. Schulte et al. 2009; Chew et al. 2010; Jabaily & Sytsma 2010; Sass &
Specht 2010).
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Plastiddre Mikrosatelliten (SSRs)

So genannte Mikrosatelliten (simple sequence repeats, SSRs) bestehen aus kurzen,
tandemartig aufeinanderfolgenden repetitiven DNA-Sequenzmotiven. Es handelt sich dabei
um besonders schnell evolvierende Bereiche des Genoms. Das Plastom der Pflanzen
enthalt insbesondere Mononukleotid-Wiederholungen vom Typ (A/T).. Diese plastidaren
SSRs (cpSSRs) stellen oft wertvolle Werkzeuge fur Studien auf niedrigem taxonomischem
Niveau dar. So variiert ihre Lange haufig sogar zwischen Individuen der selben Population,
wo DNA-Sequenzen anderer plastidarer Loci keinerlei Variabilitat zeigen. Bei einem Mangel
an Auflésung in auf Sequenzierung basierenden Phylogenien kénnen cpSSRs auch mit
Sequenzdaten kombiniert werden (z. B. Banfer et al. 2006). Von Analysen variablerer

Datensatze werden SSRs dagegen haufig ausgeschlossen (z. B. Rex et al. 2009).
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

Das flr die vorliegende Arbeit verwendete Pflanzenmaterial umfasste neben der Gattung
Dyckia auch Vertreter nahe verwandter Gattungen (Tabelle 1). Das fir die vergleichende
Sequenzierung verwendete 124 Proben umfassende Set enthielt 97 Akzessionen aus 58
verschiedene Arten von Dyckia. Dies entspricht einer Abdeckung von 37% aller 158 derzeit
gultigen Arten. Auch das Verbreitungsgebiet von Dyckia ist durch diese Auswahl gut
abgedeckt (vgl. Abbildung 13). Die Gattung Encholirium war mit neun Akzessionen vertreten,
darunter vier verschiedene Arten und flnf nicht genau identifizierte Pflanzen. Eine weitere
Probe (Gen. nov. spec. nov., FK0257) reprasentiert moglicherweise eine neue Gattung
innerhalb der Unterfamilie Pitcairnioideae (Wanderley, unveréffentlichte Daten). Die
Gattungen Deuterocohnia, Fosterella und Pitcairnia waren durch jeweils funf Arten
reprasentiert. Als Au3engruppe fur die Analysen plastidarer Daten wurden ferner zwei Arten

der Gattung Puya eingeschlossen.

Fir die Pilotexperimente zur Charakterisierung plastidarer Loci wurde ein aus acht Dyckia-
Proben bestehendes Testset (TS2) zusammengestellt (vgl. gekennzeichnete Proben in
Tabelle 1). Weitere 28 Proben von Dyckia wurden fir die Etablierung der cpSSR-Marker
verwendet. Diese setzten sich aus je vier Individuen von je drei Populationen der Arten
D. disstiflora und D. pernambucana sowie aus vier Individuen einer Population von D. limae
zusammen (vgl. gekennzeichnete Proben in Tabelle 1). Fir die Sequenzierung mittels 454-
Technologie wurde eine Akzession von D. marnier-lapostollei var. estevesii (FKO030)
ausgewahlt. Dieses Individuum ist eine im Botanischen Garten Heidelberg kultivierte
Nachkommenschaft des Typusexemplares und verfigt Uber eine ausgezeichnete
Dokumentation. Weiterhin nimmt der Plastiden-Haplotyp dieser Pflanze eine zentrale
Stellung in einem auf plastidaren Daten basierenden phylogenetischen Netzwerk ein
(vgl. 3.2.2). Dieser Umstand wurde als Indiz dafiir gewertet, dass eine gute Ubertragbarkeit
von fur diese Pflanze entwickelten cpSSR-Markern und flankierenden PCR-Primerpaaren auf

andere Dyckia-Arten wahrscheinlich sein wurde (vgl. auch 4.1.5).

Bei Pflanzen aus Botanischen Garten, insbesondere solchen, die schon lange in Kultur sind,
ergeben sich oft Licken in der Dokumentation. Pflanzen mit nicht eindeutig geklarter
Herkunft wurden flr diese Arbeit zumeist nicht verwendet. Nur in Ausnahmefallen wurde
Akzessionen ohne Sammler-Nummer oder Fundortangaben eingeschlossen, etwa wenn die

entsprechende Art anderweitig nicht verfugbar war. Ein Problem stellt auch der Austausch
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Abbildung 13: Fundorte der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Pflanzen von Dyckia

Schwarz umrandete griine Kreise markieren die Fundorte derjenigen 62 Akzessionen, fir welche Koordinaten
verfigbar waren. Fir weitere 35 Pflanzen waren die Fundorte nicht ausreichend dokumentiert, um ihnen
Koordinaten zuordnen zu kdénnen. Dies betraf 25 Pflanzen aus verschiedenen Bundesstaaten Brasiliens, vier aus
Argentinien, zwei aus Paraguay und je eine aus Bolivien und Uruguay. Der hellgriin hinterlegte Bereich markiert
das Verbreitungsgebiet von Dyckia.

von Pflanzen der Botanischen Garten untereinander dar, sofern keine eindeutigen Sammler-
Nummern bekannt sind. Durch einen besonderen Augenmerk hierauf und den genauen
Abgleich aller verfugbaren Daten konnte aber weitgehend ausgeschlossen werden, dass

solche Duplikate im Probensatz enthalten waren.

Die Gefahr, dass in Kultur befindliche Pflanzen hybridisieren und aus Samen gezogene
Nachkommen somit die genetische Identitat der Elternpflanze verloren haben, besteht fir
Dyckia kaum. Eine Vermehrung in Botanischen Garten erfolgt in der Regel rein vegetativ,
also durch vereinzelte Kindel oder Teilung von Horsten und Polstern. Aus Samen gezogene
Pflanzen werden fur gewohnlich entsprechend gekennzeichnet und wurden in der
vorliegenden Arbeit nicht verwendet. Anzumerken ist in diesem Zusammenhang auch, dass
die Vermehrung Uber Samen wegen der maternalen Vererbung der Chloroplasten keinen

Einfluss auf Analysen auf Basis plastidarer Daten hat.

29



Material und Methoden

Tabelle 1: Pflanzenmaterial

Die nachstehende Tabelle listet alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Pflanzen auf. Zuerst sind die
untersuchten Vertreter von Dyckia in alphabetischer Reihenfolge aufgefiihrt, dann die Auflengruppentaxa und
zuletzt einige Populationsproben, die fir die Charakterisierung plastidarer Mikrosatelliten (cpSSRs) verwendet
wurden. Die in Klammern hinter den Artnamen angegebenen Abkirzungen (3-Buchstaben-Code) wurden fiir
einige Abbildungen im Ergebnisteil verwendet. Die fortlaufend vergebene DNA-ID diente zur Identifikation der
Proben im Labor und wahrend der Datenanalyse (Ind.: Individuum-Nummer bei Populationen). Unter den DNA-
IDs ist unter Verwendung der folgenden Abklirzungen vermerkt, fir welche Projekte die entsprechenden Proben
jeweils verwendet wurden (S: Sequenzierung an sechs plastidaren Loci und phyC; C: Kombinierte Analyse von
sechs plastiddren Loci und 12 cpSSR-Loci, P: Entwicklung und Charakterisierung von cpSSR-Loci;
T: Verwendung im Testset TS2 zur Etablierung von Loci zur Sequenzierung). Alle Fundorte sind jeweils als
Kombination von Land (BR: Brasilien, BOL: Bolivien, DOM: Dominikanische Republik, MEX: Mexico, PE: Peru,
PY: Paraguay, RA: Argentinien. RG: Guinea (Westafrika), ROU: Uruguay), Bundesstaat sowie Stadt oder Gegend
angegeben (*: Lokalitdt wurde anhand der bekannten Verbreitung der jeweiligen Art angenommen). Die Sammler-
Nummern sind angegeben, falls bekannt (s.n.: ohne bekannte Nummer). Fir alle Pflanzen, die in
Lebendsammlungen kultiviert wurden, ist die Garten-ID angegeben (B: Botanischer Garten Berlin-Dahlem,
BGHD: Botanischer Garten Heidelberg, BONN: Botanischer Garten Bonn, KAS: Botanischer Garten der
Universitat Kassel, Leme: Lebendsammlung von Dr. Elton Leme (Teresdpolis, Brasilien), MB: Botanischer Garten
Marburg, WU: Botanischer Garten der Universitat Wien). Verweise auf bekannte Herbarbelege enthalten den
Namen des Herbariums und eine Nummer, soweit bekannt (Leme: Herbarbeleg angefertigt von Elton Leme
(Aufbewahrungsort unbekannt), B: Herbarium des Botanischen Gartens Berlin-Dahlem, FR: Herbarium
Senckenbergianum (Frankfurt), HD: Herbarium des Botanischen Gartens Heidelberg, HB: Herbarium Bradeanum
(Universitdt Rio de Janeiro), LGBV/UPFE: Herbarium der Universitdt Pernambuco (Recife, Brasilien),
RB: Herbarium des Botanischen Gartens Rio de Janeiro (Brasilien), SP: Herbarium der Universitdt Sao Paulo,

WU: Herbarium der Universitat Wien).

Art DNA-ID Fundort Sammler-Nummer

Autor (Abkiirzung) (Verwendung) (Koodinaten) Garten-ID/Herbarbeleg
Dyckia aurea FK0194 BR, Goias, Cristalina E. Leme 6445

L. B. Smith (aur) (S) (-16,7536; -47,4975) Leme 6445 / (Leme)
Dyckia beateae FK0091 BR, Mato Grosso do Sul, Coxim E. Estenes s. n.

E. Gross & Rauh (bea) (SC) (-18,5; -54,75) Leme 1961 / (Leme)
Dyckia beateae FK0044 BR, Mato Grosso, Araquainha P. Braun 560

E. Gross & Rauh (bea) (SC) (-16,8167; -53,0833) BONN 4338 / nicht vorhanden
Dyckia brachyphylla FK0045 BR, Minas Gerais, ltacambira P. Braun 836

L. B. Smith (brc) (SC) (-17,0667; -43,3) BONN 3644 / nicht vorhanden
Dyckia braunii FK0042 BR. Goias P. Braun 690

Rauh (bra) (SCT) ’ BONN 4339 / nicht vorhanden
Dyckia brevifolia (aff.) FK0010 BR, Minas Gerais, Iltacambira P. Braun 840

Baker (bre) (SCP) (-17,0667; -43,3) BGHD 130223 / HD 602993
Dyckia brevifolia FK0067 BR s.n.

Baker (bre) (SC) KAS s. n. / nicht vorhanden
Dyckia choristaminea FK0021 * D * s.n.

Mez (cho) (SC) BR", Rio Grande do Sul BGHD 130018 / nicht vorhanden
Dyckia choristaminea FK0040 . D " s.n.

Y Viex (cho) (SC) BR", Rio Grande do Sul BONN 2410 / nicht vorhanden

Dyckia cinerea FK0047 x N - s.n.

Mez (cin) (SC) BR", Minas Gerais BONN 4348 / nicht vorhanden
Dyckia dawsonii FK0043 BR* Goias* s.n.

L. B. Smith (daw) (SC) ’ BONN 16540 / nicht vorhanden
Dyckia delicata FKO0184 . E. Leme 6492

Larocca & Sobral (del) ) BR, Rio Grande do Sul Leme 6492 / (Leme)
Dyckia densiflora FK0213 . . . E. Leme 4249

Schult. f. (den) ©) BR, Minas Gerais, Serra da Piedade Leme 4249 / (Leme)
Dyckia distachya FKO0126 . Ahlgrimm s.n.

Hassl. (dit) (s) PY, Paraguari, Chololo B 236-17-85-23 / Gartenherbarbeleg Berlin 26179
Dyckia elisabethae FK0219 BR, Rio Grande do Sul, Barra do Ribeiro E. Leme 4461

S. Winkl. (eli) (S) (-30,2911; -51,3011) Leme 4461/ (Leme)
Dyckia encholirioides FK0095 BR E.Lemes. n.

(Gaudichaud) Mez (enc) (SC) Leme s. n./ (Leme)
Dyckia espiritosantensis FK0207 BR, Espirito Santo, Sdo Roque do Canaa E. Leme 6930

Leme et al. (esp) (S) (-19,7506; -40,7541) Leme 6930 / (Leme)
Dyckia estevesii var. braunii nom. nud. FK0004 BR. Goias P. Braun s. n.

Rauh (bra) (SC) ! BGHD 130025 / HD 602437
Dyckia estevesii FK0005 BR, Goias, Caiaponia E. Esteves Pereira s. n.

Rauh (est) (SCT) (-16,95; -51,8167) BGHD 105012 / HD 602151
Dyckia estevesii FK0001 BR P.Brauns. n.

Rauh (est) (SCPT) BGHD 105188 / HD 602392
Dyckia estevesii FK0033 BR* Goias* P.Brauns. n.

Rauh (est) (SC) ’ BONN 1477 / nicht vorhanden
Dyckia ferox FK0027 BR, Bahia, Morro do Chapeu L. Horst 375

Mez (fer) (SC) (-11,55; -41,15) BGHD 130028 / nicht vorhanden
Dyckia ferox FK0020 RA, Cordoba, Cerro Colorado W. Rauh 64237

Mez (fer) (SCPT) (-30,1; -63,9333) BGHD 130031 / HD 602990
Dyckia ferox FK0056 PY, Paraguari, Paraguari W. Till 6016

Mez (fer) (SC) (-25,6333; -57,15) WU AB 60 / WU 0004637
Dyckia ferruginea FK0090 E. Estenes s. n.

Mez (feu) (sC) BR, Mato Grosso do Sul Leme 1958 / (Leme)
Dyckia floribunda FK0107 RA, Cordoba, Dept. Jesus Maria, Ascochinga W. Till 5012

Griseb. (flo) (SC) (-30,95; -64,2667) WU 52/90 / nicht vorhanden
Dyckia floribunda FK0052 RA, La Rioja, Patquia W. Till 5069

Griseb. (flo) (SC) (-29,9; -67,15) WU 115/90 / nicht vorhanden
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Art DNA-ID Fundort Sammler-Nummer

Autor (Abkirzung) (Verwendung) (Koodinaten) Garten-ID/Herbarbeleg
Dyckia floribunda FK0108 RA, San Juan, Chucuma W. Till 5144

Griseb. (flo) (SC) (-31,0667; -67,3333) WU AB 17/90 / nicht vorhanden
Dyckia fosteriana FK0094 BR. Para E. Leme 6461

L. B. Smith (fos) (SC) ’ Leme 6461 / (Leme)
Dyckia goehringii FK0031 BR, Minas Gerais, Diamantina W. Rauh 67622

E. Gross & Rauh (goe) (SCP) (-18,25; -43,6) BGHD 105013 / HD 602160
Dyckia grandidentata FKO0183 BR, Mato Grosso do Sul, Sete Quedas E. Leme 6840

Braun, P.J. & E. Esteves Pereira (grn) (S) (-23,9702; -55,0356) Leme 6840 / (Leme)
Dyckia granmogulensis FK0007 BR, Minas Gerais, Grao Mogol W. Rauh 56484

Rauh (gra) (SCP) (-16,5667; -42,9) BGHD 130019 / HD 602161
Dyckia hebdingii FK0013 BR s.n.

L. B. Smith (heb) (SCT) BGHD 103913 / nicht vorhanden
Dyckia hebdingii FK0038 D " s.n.

L. B. Smith (heb) (sc) BR", Rio Grande do Sul BONN 3259 / nicht vorhanden
Dyckia hebdingii FKO112 BR s.n.

L. B. Smith (heb) (SC) WU 130030 / nicht vorhanden
Dyckia ibiramensis (aff.) FK0025 BR, Minas Gerais, Diamantina L. Horst 1287

Reitz (ibi) (SCP) (-18,25; -43,6) BGHD 130023 / HD 602979
Dyckia jonesiana FK0217 BR, Rio Grande do Sul, Cagapava do Sul E. Leme 2959

Strehl (jon) (S) (-30,61; -53,4722) Leme 2959 / (Leme)
Dyckia leptostachya (aff.) FK0035 RA, Cordoba, Dean Funes J. Piltz s. n.

Baker (lep) (SC) (-30,4333; -64,35) BONN 4355 / nicht vorhanden
Dyckia leptostachya (aff.) FK0016 RA, Cordoba, Cerro Colorado W. Rauh s. n.

Baker (lep) (SC) (-30,1; -63,9333) BGHD 130017 / nicht vorhanden
Dyckia leptostachya (cf.) FKO0115 BOL, Santa Cruz, Mobote H. Amerhauser 6

Baker (lep) (SC) (-18,4167; -59,4167) WU B 266/95 / WU 9962
Dyckia leptostachya FK0053 PY, Cordillera, Caacupé H. Amerhauser s. n.

Baker (lep) (SCPT) (-25,3833; -57,15) WU B 395/96 / WU 0013898
Dyckia lindevaldae FK0019 BR, Goias, Alto Paraiso P. Braun BR 691

Rauh (lin) (SCP) (-14,1167; -47,5167) BGHD 108614 / HD 600180
Dyckia lunaris FK0193 BR, Goias, Alto Paraiso E. Leme 4951

Leme (lun) (S) (-14,1167; -47,5167) Leme 4951 / (Leme)
Dyckia macedoi FK0099 BR, Minas Gerais, Santana do Riacho R.B. Louzada, Sotero, D. & Medeiros, M. 151

L. B. Smith (mac) (SCP) (-19,3539; -43,6237) Feldsammlung / RB Louzada - 151
Dyckia macedoi FK0100 BR, Minas Gerais, Santana do Riacho R.B. Louzada, Sotero, D. & Medeiros, M. 151

L. B. Smith (mac) (SC) (-19,3539; -43,6237) Feldsammlung / RB Louzada - 151
Dyckia macedoi FK0101 BR, Minas Gerais, Santana do Riacho R.B. Louzada, Sotero, D. & Medeiros, M. 153

L. B. Smith (mac) (SC) (-19,356; -43,608) Feldsammlung / SP 423596
Dyckia macedoi FK0102 BR, Minas Gerais, Santana do Riacho R.B. Louzada, Sotero, D. & Medeiros, M. 153

L. B. Smith (mac) (SC) (-19,356; -43,608) Feldsammlung / SP 423596
Dyckia machrisiana FK0189 BR. Goias E. Esteves s. n.

L. B. Smith (mah) (S) ! Leme 3291/ (Leme)
Dyckia maracasensis FK0087 BR, Bahia, Maracas G. Martinelli s. n.

Ule (maa) (SC) (-13,4333; 40,45) Leme 0274 / (Leme)
Dyckia maritima FK0092 BR, Rio Grande do Sul, Térres E. Leme 3319

Baker (mar) (SC) (-29,5; -50,1) Leme 3319 / (Leme)
Dyckia maritima FKO0113 BR* s.n.

Baker (mar) (SC) WU Genf / nicht vorhanden
Dyckia marnier-lapostollei var. estevesii FK0030 BR, Goias, Goiania L. Horst 5

L. B. Smith/Rauh (man) (SCP) (-16,6667; -49,2667) BGHD 130151 / HD 602165
Dyckia marnier-lapostollei var. marnier-lapostollei FK0029 BR, Goias, Cristalina L. Horst 4

L. B. Smith (man) (SCP) (-16,75; -47,6) BGHD 130234 / HD 603051
Dyckia microcalyx (cf.) FK0051 PY, Paraguari, Yaguarén W. Till 6066 a

Baker (mic) (SC) (-25,6; -57,3) WU AB 55/ WU 0004620
Dyckia microcalyx var. indet. FK0009 PY, Paraguari, Acahay W. & S. Till 6021

Baker (mic) (SC) (-25,9167; -57,15) BGHD 102970 / nicht vorhanden
Dyckia microcalyx FK0054 PY, Paraguari, Acahay W. Till 6020

Baker (mic) (SCP) (-25,9167; -57,15) WU AB 57 / WU 0004631
Dyckia microcalyx FKO0111 PY, Paraguari, Yaguarén W. Till 6066

Baker (mic) (SC) (-25,6; -57,3) WU AB 54 / nicht vorhanden
Dyckia milagrensis FK0096 BR, Bahia, Milagres E.Lemes. n.

Leme (mil) (SC) (-12,9559; -39,8178) Leme s. n./ (Leme)
Dyckia mirandiana FK0202 BR, Goias, Alto Paraiso E. Leme 6379

Leme & Z. J. G.Miranda (mir) (S) (-14,1167; -47,5167) Leme 6379 / (Leme)
Dyckia monticola FK0088 BR, Santa Catarina, Campo Alegre E. Leme 1664

L. B. Smith & Reitz (mon) (SC) (-26,1936; -49,2661) Leme 1664 / (Leme)
Dyckia nana FK0191 BR, Minas Gerais, Diamantina E. Leme 7485

Leme et al. (nan) (S) (-18,3139; -43,8952) Leme 7485 / (Leme)
Dyckia niederleinii FK0103 RA*. Misiones* s.n.

Mez (nie) (SC) ’ MB 1982-166 / nicht vorhanden
Dyckia niederleinii FKO0110 P " s. n.

Mez (nie) (SC) RA’, Misiones WU 184/95 / nicht vorhanden
Dyckia paraensis FK0190 BR, Para, Guarantan do Norte E. Leme 7647

L. B. Smith (par) (S) (-9,7875; -54,91) Leme 7647 / (Leme)
Dyckia pectinata FKO0188 BR. Minas Gerais E. Leme 6490

L. B. Smith & Reitz (pec) (S) ! Leme 6490 / (Leme)
Dyckia pernambucana FK0097 BR, Pernambuco, Brejo da Madre de Deus Diego Pinangé Dyckia Pe-1

L. B. Smith (per) (SC) (-8,1894; -36,3931) Feldsammlung / LGBV/UFPE DCKA - 09.2009
Dyckia pernambucana FK0098 BR, Pernambuco, Pesqueira Diego Pinangé Dyckia Pe-2

L. B. Smith (per) (SC) (-8,32542; -36,7562) Feldsammlung / LGBV/UFPE DCKA - 09.2009
Dyckia platyphylla FK0209 BR*. Bahia* E. Leme s.n.

L. B. Smith (pla) (S) ’ Leme s.n./ (Leme)
Dyckia pulquinenses FKO0199 BOL William Backer s. n.

Wittm. (pul) (S) Leme 2415/ (Leme)
Dyckia pumila (aff.) FK0017 BR, Mato Grosso, Ponte Branca P. Braun BR 696

L. B. Smith (pum) (SCP) (-16,45; -52,6667) BGHD 104592 / HD 603087
Dyckia pumila FK0093 BR, Goias, Caiaponia E. Leme 4706

L. B. Smith (pum) (SC) (-17,2; -51,7833) Leme 4706 / (Leme)
Dyckia rariflora FK0039 BR* Minas Gerais* s.n.

Schult. f. (rar) (SC) ’ BONN 2411 / nicht vorhanden
Dyckia reitzii (aff.) FK0050 BR, Rio Grande do Sul, Cambara do Sul A. Hofacker 386

L. B. Smith (rei) (SC) (-28,7; -50,4) WU B 02/62-1 / nicht vorhanden
Dyckia remotiflora var. indet. FK0015 BR L. Horst 345

Otto & A. Dietr. (rem) (SC) BGHD 130010 / nicht vorhanden
Dyckia remotiflora var. indet. FK0011 BR L. Horsts. n.

Otto & A. Dietr. (rem) (SCP) BGHD 130009 / HD 603049
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Art DNA-ID Fundort Sammler-Nummer
Autor (Abkirzung) (Verwendung) (Koodinaten) Garten-ID/Herbarbeleg
Dyckia remotiflora FK0055 unbekannt s.n.
Otto & A. Dietr. (rem) (SC) WU AB 3/86 / nicht vorhanden
Dyckia remotiflora FK0068 ROU s.n.
Otto & A. Dietr. (rem) (SCT) KAS s. n. / nicht vorhanden
Dyckia rojasii FK0195 BR, Parana, Rio Branco do Ivai E. Leme 6465
Mez (roj) (S) (-24,3241; -51,3125) Leme 6465 / (Leme)
Dyckia saxatilis FK0036 BR, Minas Gerais, Serro W. Barthlott 10327
Mez (oli) (SC) (-18,6167; -43,3833) BONN 4346 / nicht vorhanden
Dyckia secunda FK0192 BR, Bahia, Contendas do Sincora E. Leme 3682
L. B. Smith (sec) (S) (-13,7958; -41,05) Leme 3682 / (Leme)
Dyckia spec. (Encholirium inerme) FK0086 BR, Minas Gerais, Diamantina L. Horst 386
(SC) (-18,25; -43,6) BGHD 130035 / HD 602169
Dyckia spec. FK0049 PY, Boquerdn, Fortin Capitan Demattei H. Amerhauser 96-15
(SC) (-22,7; -60,7667) WU 401/96 / nicht vorhanden
Dyckia spec. FK0024 RA, Catamarca, Belen Leuenberger, Arroyo & Eggli 4254 a
(SC) (-27,65; -67,0333) BGHD 104100 / nicht vorhanden
Dyckia spec. FKO0116 s.n.
(SC) unbekannt WU 1088 / nicht vorhanden
Dyckia spec. FK0023 RA, Salta, Salta W. Rauh 64142
(SC) (-24,7833; -65,4167) BGHD 130026 / nicht vorhanden
Dyckia tobatiensis FK0018 PY, Cordillera, Tobati W. & S. Till 6050
Hassl. (tob) (SCP) (-25,25; -57,0667) BGHD 102969 / WU 0004624
Dyckia tomentella FK0114 PY* s.n.
Mez (tom) (SC) WU 210/91 / nicht vorhanden
Dyckia tuberosa (aff.) FK0206 BR, Parand, Sao Gerénimo da Serra E. Leme 6837
(Vellozo) Beer (tub) (S) (-23,7275; -50,7411) Leme 6837 / (Leme)
Dyckia ursina FK0089 BR, Minas Gerais, Jaboticatubas E. Leme 1837
L. B. Smith (urs) (SC) (-19,5; -43,75) Leme 1837 / HB 75959
Dyckia ursina FK0012 BR s.n.
L. B. Smith (urs) (SC) BGHD 103809 / nicht vorhanden
Dyckia velascana (cf.) FKO0106 RA, Tucuman, Famailla W. Till 10245
Mez (vel) (SC) (-27,05; -65,4) WU B 13/93 / nicht vorhanden
Dyckia velascana FK0104 RA* s.n.
Mez (vel) (SC) WU 68/88 / nicht vorhanden
Dyckia velascana FK0105 RA* s.n.
Mez (vel) (SC) WU B 183/95 / nicht vorhanden
Dyckia velascana FK0006 RA, Cordoba, Ascochinga W. & S. Till 5012
Mez (vel) (SCPT) (-30,95; -64,2667) BGHD 103740 / WU 1996
Dyckia vestita FK0032 PY, Paraguari, Paraguari W. & S. Till 6018
Hassl. (ves) (SCP) (-25,6333; -57,15) BGHD 103741 / WU 0004633
Dyckia vestita FKO0109 PY, Paraguari, Paraguari W. Till 6019
Hassl. (ves) (SC) (-25,6333; -57,15) WU AB 59 / nicht vorhanden
Encholirium erectiflorum FK0123 BR* P. Braun 4072
L. B. Smith (Eer) (SC) BGHD s. n. / nicht vorhanden
Encholirium horridum FK0070 BR, Minas Gerais, Pedra Azul W. Schindhelm s. n.
L. B. Smith (Eho) (SCP) (-15,9867; -41,4069) BGHD 108213 / HD 602384
Encholirium magalhaesii (crassiscapum) FK0122 BR* s.n.
L. B. Smith (Ema) (SCP) BONN 4344 / nicht vorhanden
Encholirium maximum FK0124 BR* P. Braun 4063
Forzza & Leme (Emx) (SC) BGHD s. n. / nicht vorhanden
Encholirium spec. (Dyckia spec.) FK0014 BR, Bahia, Brumado W. Rauh 56468
(SC) (-14,2167; -41,6667) BGHD 130033 / nicht vorhanden
Encholirium spec. FK0078 BR* R. Schulz s. n.
(Esp) (SC) BGHD 125585 / nicht vorhanden
Encholirium spec. FK0079 BR* R. Schulz s. n.
(Esp) (SC) BGHD 143704 / nicht vorhanden
Encholirium spec. FK0080 BR* R. Schulz s. n.
(Esp) (SC) BGHD 112920 / nicht vorhanden
Encholirium spec. FK0125 BR* s.n.
(Esp) (SC) B 232-39-94-60 / nicht vorhanden
Deuterocohnia brevifolia FK0074 BOL, Tarija, Aniceto Arce N. Schiitz 06/060
(Grisebach) M.A. Spencer & L. B. Smith (S) (-21,96015; -64,68135) KAS NiSch 06/060 / FR
Deuterocohnia brevispicata FK0071 BOL, Santa Cruz, Samaipata N. Schiitz 06/028
Rauh & L. Hromadnik (Dbr) (SCP) (-18,01537; -64,10005) KAS NiSch 06/028 / FR
Deuterocohnia cf. haumanii FK0075 RA, Salta, Cafayate N. Schiitz 06/122
Castellanos (S) (-25,67935; -65,69088) KAS NiSch 06/122 / FR
Deuterocohnia glandulosa FK0072 BOL, Santa Cruz, Ipati N. Schiitz 06/019
E. Gross (SP) (-19,70633; -63,65212) KAS NiSch 06/019 / FR
Deuterocohnia meziana FK0073 BOL, Chuquisaca, Monteagudo N. Schiitz 06/009
Kuntze ex Mez (Dme) (S) (-19,78683; -64,0397) KAS NiSch 06/009 / FR
Fosterella albicans FK0117 BOL, Santa Cruz, Pampagrande J. Peters 06.0005
(Grisebach) L. B. Smith (S) (-18,1486; -63,93) KAS JP06.0005 / HD 916972 (als JP 06.0003)
Fosterella penduliflora FK0081 BOL, Tarija, Aniceto Arce J. Peters 06.0054
(C.H. Wright) L. B. Smith (S) (-22,20639; -64,62306) KAS JP06.0054 / HD
Fosterella spectabilis FK0118 BOL, Chuquisaca, Monteagudo J. Peters 06.0046
H. Luther (S) (-19,5386; -64,1244) KAS JP06.0046 / HD 916948 (als JP 06.0047)
Fosterella villosula FK0076 BOL, Cochabamba, Cochabamba J. Peters 06.0105
(Harms) L. B. Smith (SP) (-17,0611; -65,6444) KAS JP06.0105 / HD 916960 (als JP06.0108)
Fosterella weddelliana FK0077 BOL. Solacana M. Miyagawa s. n.
(Brongniart ex Baker) L. B. Smith (SP) ’ BGHD 104866 / HD 602059
Gen. nov. spec. nov. Wanderley FK0257 BR. Piaui M. G. L. Wanderley & Sousa, G. M. 2630
(Nov) (S) ! Feldsammlung / SP
Pitcairnia feliciana FK0119 RG, Prefecture de Kindia, Kindia |. Ebert & D. Bangoura s. n. ex coll. P. Bak
(A. Chevalier) Harms & Mildbraed (SP) (10,0667; -12,85) WU s. n. / nicht vorhanden
Pitcairnia fuertesii FK0120 DOM, Prov. Puerto Plata, Puerto Plata W. Till 18087
Mez (S) (19,7833; -70,7) WU s. n./ WU 0013678
Pitcairnia heterophylla FK0083 MEX, Guerrero, Cruz de Ocotte K. Senghas O-11230
(Lindley) Beer (SP) (17,55; 99,8833) BGHD 104945 / HD 104945
Pitcairnia pipenbringii FK0085 BR, Bahia, Barreiras W. Rauh 67430
Rauh & E. Gross (S) (-12,128; -44,989) BGHD 103786 / HD 602406
Pitcairnia pungens FK0084 PE, Lambayeque, valley of Olmos river W. Rauh 69140
Link, Klotzsch & Otto (S) ’ ! BGHD 130648 / HD 130648
Puya ferruginea FK0082 PE, valley of Rio Marafion W.Rauh s. n.
(Ruiz & Pavén) L. B. Smith (SP) ’ BGHD 130165 / nicht vorhanden
Puya herzogii FK0121 BOL, Cochabamba, Carrasco T. Krémer 6581
Wittm. (SP) (-17,1933; -64,9731) BGHD 105240 / HD 602390
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DNA-ID Fundort Sammler-Nummer
Autor (Abkirzung) (Verwendung) (Koodinaten) Garten-ID/Herbarbeleg
FKO0153 (Ind. 02)
Dyckia dissitiflora (Population "Morrao") Eﬁg}gg 2::2 (1)8; BR, Bahia, Morro do Chapéu A.M. Iseppon, Pinangé, D. & Cruz, G. 1562
Schult. f. (dis) FKO156 (Ind. 01) (-11,59014; -41,20722) Feldsammlung / LGBVI/UFPE 1562
(P)
FKO0147 (Ind. 01)
Dyckia dissitiflora (Population "Lajes") Eﬁglig E::g 85; BR, Bahia, Morro do Chapéu A.M. Iseppon, Pinangé, D. & Cruz, G. 1598
Schult. f. (dis) FKO150 (Ind. 04) (-11,60097; -41,16447) Feldsammlung / LGBV/UFPE 1598
(P)
FKO0141 (Ind. 12)
Dyckia dissitiflora (Population "Cachocheira”) Eﬁg}g 2::3 82; BR, Bahia, Morro do Chapéu A.M. Iseppon, Pinangé, D. & Cruz, G. 1605
Schult. f. (dis) FK0244 (Ind. 19) (-11,62792; -41,0005) Feldsammlung / LGBV/UFPE 1605
(S (nur Ind. 12) P)
FK0247 (Ind. 02)
Dyckia limae (Population "Jerusalém") Eﬁgggg E::g 8‘5‘; BR, Pernambuco, Buique A.M. Wanderley s.n.
L. B. Smith (lim) FK0256 (Ind. 06) (-8,58372; -37,23836) Feldsammlung / SP
(P)
FK0251 (Ind. 01)
Dyckia pernambucana (Population "Papagaio”) Eﬁgggg }::g 85; BR, Pernambuco, Triunfo A.M. Wanderley s.n.
L. B. Smith (per) FK0254 (Ind. 04) (-7,82275; -38,05536) Feldsammlung / SP
(P)
FKO0171 (Ind. 01)
Dyckia pernambucana (Population "Aldeia") Eﬁg;z‘g 2::2 82; BR, Pernambuco, Pesqueira D. Pinangé, R.B.Louzada & Cruz, G. DCK1B (D90)
L. B. Smith (per) FK0250 (Ind. 09) (-8,32542; -36,75617) Feldsammlung / LGBV/UFPE DCKB - 09.2009
(P)
FKO0178 (Ind. 03)
Dyckia pernambucana (Population "Brejo") FKO180 (Ind. 05) BR, Pernambuco, Brejo da Madre de Deus D. Pinangé, R.B.Louzada & Cruz, G. DCK3A
L. B. Smith (per) Eﬁg;ié E::g 82; (-8,18936; -36,39311) Feldsammlung / LGBV/UFPE DCKA - 09.2009

(P)

2.2 Molekulare Methoden

2.2.1 DNA-Isolation

Fir einige Pflanzen (DNA-Nummern von FKO0087-0102 und FK0141-0257 sowie alle

Populationsproben von D. dissitiflora, D. limae und D. pernambucana, vgl. Tabelle 1) wurde

die Gesamt-DNA von Kooperationspartnern isoliert. Hier kam ein gangiges Protokoll mit

Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) zur Lyse der Biomembranen zum Einsatz, das auf

Murray & Thompson (1980) zuriickgeht. Verwendet wurde eine abgewandelte Prozedur

(Saghai-Maroof et al. 1984; Doyle & Doyle 1987), auf die an dieser Stelle aber nicht naher

eingegangen werden soll.

Fir die Ubrigen Proben kam eine speziell fir sukkulente Pflanzen angepasste Variante der

CTAB-Methode zum Einsatz, welche auf Tel-Zur et. al. (1999) zuriickgeht. Vor der Lyse der

Zellmembranen wird hier in mehreren Waschschritten ein grofRer Teil von Cytoplasma und

Vakuoleninhalt entfernt.

Lésungen und Reagenzien:

*  Sorbitol-Puffer (100 mM Tris-HCI pH 8, 5 mM EDTA, 0,35 M Sorbitol)

* Sorbitol-Waschpuffer (Sorbitol-Puffer zuzlglich 1% v/v 2-Mercaptoethanol, 1% w/v

PVP-40)
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e Hoch-Salz 3x CTAB-Puffer, pH 8 (100 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA, 3 M NaCl, 3% w/v
CTAB)

» Extraktionspuffer (Hoch-Salz 3x CTAB-Puffer zuziglich 1% v/v 2-Mercaptoethanol,
1% wiv PVP-40)

» Sarkosyl (30% wassrige Ldsung)

»  Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 v/v)

e 3 M Natriumacetatlésung, pH 5,2

* |sopropanol

*  70% Ethanol

* TE-Puffer, pH 8 (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA)

*  RNase A (5 mg/ml, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)

Durchfiihrung:

Von frischem oder gefrorenem Pflanzenmaterial wurden 500 mg, von Trockenmaterial 50 mg
unter Zugabe von flissigem Stickstoff gemérsert. Nach Uberfiihrung in ein 15 mi-Falcon-
Réhrchen wurde 4 °C  kalter Sorbitol-Waschpuffer bis zum Endvolumen von 14 ml
zugegeben, geschittelt und fir 20 min auf Eis inkubiert. Die Konzentration des
Zuckeralkohols Sorbitol entspricht in etwa der naturlichen physiologischen Osmolaritat von
Pflanzenzellen und verhindert ein Platzen der Zellorganellen durch osmotischen
Wassereinstrom. Polyvinylpyrrolidon (PVP-40) dient der Absorption von Polyphenolen. Das
Reduktionsmittel 2-Mercaptoethanol dient der Inhibition von Oxidationsprozesse und dem
Schutz von Proteinen wie etwa Histonen. Durch Zentrifugation (4.000 rpm fir 25 min bei
4 °C, Variofuge 3.0 R, Heraeus Instruments, Minchen) wurden Zellwandtrimmer und
Organellen sedimentiert, der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt wurde zweimal

wiederholt.

Das nach der letzten Zentrifugation erhaltene Pellet wurde in 600 pl Extraktionspuffer und
30 pl 30%igem Sarkosyl geldst und die verbliebenen Membranen fir etwa 60 min bei 60 °C
im Wasserbad lysiert. Die hohe Konzentration von NaCl vermindert die Koprazipitation von

Polysacchariden, das anionische Tensid Sarkosyl dient als salz-unempfindliches Detergens.

Nach Zugabe von 600 ml Chloroform/Isoamylalkohol und Inkubation fur 20 min unter
Schwenken erfolgte eine Phasentrennung durch Zentrifugation (4.000 rpm fir 20 min bei
Raumtemperatur, Variofuge 3.0 R, Heraeus Instruments, Minchen). Von der wassrigen
oberen Phase wurden bis zu 1.000 pl in ein frisches 1,5 ml-Reaktionsgefald Gberfuhrt. Die

Interphase, welche unter anderem Fasern und groRere Gewebetrimmer enthielt, sowie die
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organische untere Phase, in welcher sich ein Grofteil der Proteine und hydrophobe
Substanzen wie Chlorophyll und Lipide angereichert hatten, wurden verworfen. Gelegentlich
wurden auch Teile von organischer Phase und Interphase mit Uberflhrt, weshalb generell
eine zweite Zentrifugation durchgefiihrt wurde (10.000 g fir 10 min bei Raumtemperatur,
Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg). Bis zu 800 pl der danach erhaltenen wassrigen
Phase wurden in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefal® tberflhrt ohne ein eventuell vorhandenes

Pellet zu storen.

Aus dieser Lésung wurde die DNA durch Zugabe von 80 ul Natriumacetatlésung und 600 pl
Isopropanol gefallt. Nach einer Inkubation bei 4 °C Uber Nacht erfolgte eine Zentrifugation
(14.000 g fur 20 min bei 4 °C, Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg). Der resultierende
Uberstand wurde verworfen, dem Pellet wurden 500 ul 70% Ethanol zugegeben und es
wurde erneut zentrifugiert (14.000 g fur 10 min bei Raumtemperatur, Centrifuge 5804 R,
Eppendorf, Hamburg). Dieser Waschschritt wurde einmal wiederholt, um letzte Reste des

Extraktionspuffers und der enthaltenen Salze zu entfernen.

Nach dem erneuten AbgieRen des Uberstandes wurde die DNA getrocknet (10 min bei
50 °C, Savant SpeedVac SPD101B, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).
Nach dem Ldésen in 100 yl TE-Puffer wurden 2 ul RNase A zugegeben und die RNA Uber
Nacht bei Raumtemperatur verdaut. Die Konzentration und Qualitdt der gewonnenen DNA
wurde mittels Gelelektrophorese uberpriift (vgl. 2.2.2). Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. Fur
die meisten Anwendungen wurden Arbeitsldsungen mit einer Verdinnung der Stammldsung

von 1:10 in TE-Puffer verwendet.

2.2.2 Gelelektrophorese

Mittels Gelelektrophorese lassen sich elektrisch geladene Makromolekiile nach Ladung oder
Grofie auftrennen. Nukleinsduren besitzen in Losung eine einheitliche negative Ladung pro
Masse. Im elektrischen Feld werden DNA-Molekule also gleichermallen zur Anode hin
beschleunigt. Passieren die Fragmente auf ihrem Weg eine hinreichend engmaschige
Matrix, so werden sie in ihrer Bewegung gehindert. Je langer ein Fragment ist, desto
langsamer bewegt es sich durch die Matrix hindurch. Fir die Auftrennung grofer DNA-
Fragmente eignen sich weitmaschige Agarosegele, kleine Fragmente werden mittels
engmaschiger Polyacrylamidgele (PAA) aufgetrennt (Polyacrylamidgelelektrophorese,
PAGE).

Nach der Auftrennung wird die DNA im Gel gefarbt. Hierzu wird meistens der Farbstoff
Ethidiumbromid verwendet, der mit DNA interkaliert und bei Anregung mit UV-Licht

fluoresziert. Es gibt auch alternative Farbstoffe, die wegen ihrer geringeren Giftigkeit
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heutzutage teilweise bevorzugt werden, aber auch viel teurer und haufig qualitativ nicht
besser als Ethidiumbromid sind (Mulhardt 2006). Zur Abschéatzung der Fragmentgrof3en
werden auf parallelen Bahnen DNA-Langenstandards (DNA-Ladder) aufgetragen, die aus
einem Gemisch von Fragmenten bekannter GroRe bestehen. Auf ahnliche Weise kdnnen
DNA-Mengen abgeschatzt werden, indem Proben bekannter DNA-Konzentration als

Referenzproben aufgetragen werden.

Lésungen und Reagenzien:

* 0,5x TBE-Puffer, pH 8 (45 mM Tris-Borat, 1 mM EDTA)

* Agarose (Agarose NEEO Roti®garose, Carl Roth, Karlsruhe)

* 6x Auftragspuffer (40% v/v Glycerin, 0,1% w/v Bromphenolblau, 0,1% w/v
Xylencyanol in 0,5x TBE-Puffer

» Ethidiumbromid-Farbelésung (1pug/ml Ethidiumbromid in 0,5x TBE-Puffer)

* 100 bp Langenstandard (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)

* 1 kb Langenstandard (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)

* Phage A-DNA (Fermentas, Burlington, Ontario, Canada) in den Konzentrationen 5,
10, 20, 50 und 100 ng/ul in TE-Puffer

Durchfiihrung:

Die jeweilige Menge an Agarose wurde zunachst in 0,5x TBE-Puffer aufgekocht und
anschlielend auf etwa 60 °C gekuhlt. Nach dem GieRen und einer Polymerisationszeit von
mindestens 30 min wurden die Gele in einer Flachbettelektrophoreseapparatur mit 0,5x TBE-
Puffer Uberschichtet und beladen. Sofern der Ladepuffer nicht schon im PCR-Ansatz
enthalten war (vgl. 2.2.3) wurden je 2 ul der Probe mit 3 pul Wasser und 1 ul 6x Auftragspuffer
vermischt. Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Gele fiur etwa 10 min in
Ethidiumbromid-Farbelésung geschwenkt und unter UV-Licht fotografiert (BioDocAnalyze,

Biometra, Géttingen).

PCR-Produkten wurden fur gewodhnlich in 1,5%igen Gelen in einem elektrischen Feld von
etwa 6 V/cm fir 30-45 min aufgetrennt. Die FragmentgroRenbestimmung erfolgte mittels
eines komigrierenden 100 bp Langenstandards. Besonders groRe Produkte wurden in
1,0%igen Gelen fir langere Zeit aufgetrennt und mit einem 1 kb Langenstandard verglichen.
Aus DNA-Isolationen wurden jeweils 2yl der erhaltenen Stammldsung in 0,8%igen
Agarosegelen in einem elektrischen Feld von etwa 4 V/cm fir etwa 30 min aufgetrennt. Die

Abschatzung der aufgetragenen DNA-Menge und der Konzentration der Stammldsung
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erfolgte durch Vergleich mit jeweils 2 yl DNA bekannter Konzentration (5, 10, 20, 50 und
100 ng/pl) aus dem Phagen A.

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mittels der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) kénnen DNA-
Abschnitte gezielt in vitro vervielfaltigt werden (Mullis et al. 1986). Durch hohe Temperatur
werden zunachst die Doppelstrange der zu kopierenden Templat-DNA in zwei Einzelstrange
getrennt (Denaturierung). Nach Absenkung der Temperatur kénnen sich die Primer, kurze
einzelstrangige Oligodesoxynukleotide, an die Templat-DNA anlagern (Annealing). Das zu
vervielfaltigende Fragment wird durch die gewahlten Primersequenzen determiniert, die
komplementar zu den Flanken der Zielregion sind. Im Anschluss werden die Primer durch
eine DNA-abhangige DNA-Polymerase verlangert (Elongation). Die Verwendung
thermostabiler Polymerasen (Saiki et al. 1988) erlaubt die zyklische Wiederholung dieser drei

Schritte und eine exponentielle Amplifikation der Zielregion (Malhardt 2006).

2.2.3.1 Untersuchte plastiddre Loci

Das als Plastom bezeichnete Genom der Plastiden verfiigt in héheren Pflanzen Uber eine
konservierte Struktur (Abbildung 14). Es handelt sich um ein zirkulares Molekil
doppelstrangiger DNA. In der Regel verfiigt es Uber einen grofien (large single-copy, LSC)
und einen kleinen (small single-copy, SSC) Einzelkopiebereich, welche durch zwei inverse
duplizierte Bereiche (inverted repeats, IR) voneinander getrennt sind. Die IRs besitzen
normalerweise identische Sequenzen und dieser Zustand wird durch konzertierte Evolution
aufrechterhalten. Wegen dieses Phanomens ist die Variabilitdt innerhalb der IRs allerdings
um den Faktor 2,3 geringer als in den Einzelkopiebereichen (Perry & Wolfe 2002), was sie
fur phylogenetische Untersuchungen auf niedriger taxonomischer Ebene vergleichsweise

wenig interessant macht.

Prinzipiell gibt es auf dem Plastom drei Arten von Regionen, namlich kodierende Bereiche
(Exons von Genen), Introns und intergenische Bereiche. Die beiden letzteren gelten
aufgrund des geringeren oder fehlenden Selektionsdrucks als deutlich variabler (z. B. Knoop
& Miiller 2009). An Genen finden sich etwa auf dem in Abbildung 14 dargestellten Plastom
von Typha latifolia (Guisinger et al. 2010) solche flr ribosomale Proteine (rpl, rps), eine RNA-
Polymerase prokaryotischen Typs (rpo), eine ATP-abhangige Protease (clpP), Proteine der
Photosysteme | und Il (psa, psb), den Cytochrom-bf6-Komplex (pet), die grolte RuBisCo-
Untereinheit (rbcL), eine NADH-Dehydrogenase (ndh) sowie einige offene Leseraster mit
teilweise ungeklarter Funktion (ycf, ccsA, cemA). Ferner existiert eine grofde Zahl an Genen

fur tRNAs (frn) und fir einige katalytische ribosomale RNAs (rrn).
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Typha latifolia

Plastom
161.572 bp

LSC: 89.140 bp
SSC: 19.652 bp
IR: je 26.390 bp

IRa

Abbildung 14: Genkarte des Plastoms von Typha latifolia (nach Guisinger et al. 2010)

Die Rechtecke im dufleren Kreis markieren diejenigen Bereiche des Plastoms, die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit auf ihre Eignung flr die vergleichende Sequenzierung fiir Arten von Dyckia hin untersucht wurden. Die
sechs fiir die endgliltigen Analysen ausgewahlten Loci sind dunkelgriin hervorgehoben. Die Rechtecke im
zweiten Kreis von Innen markieren diejenigen Bereiche des Plastoms, in denen plastidare Mikrosatelliten
(cpSSRs) gefunden wurden und fir die Primerpaare zur Amplifikation entworfen wurden. Die 12 fir die
endglltigen Analysen ausgewahlten Loci sind rot hervorgehoben (vgl. 2.2.5 und 3.4).

Im Folgenden werden die fur die vorliegende Arbeit untersuchten Abschnitte des Plastoms

kurz beschrieben:

rpl32-trnL
Das Gen rpl32 kodiert flr ein Protein der grof3en ribosomalen Untereinheit, trnL kodiert fir
eine tRNA fiur die Aminosdure Leucin (Anticodon UAG). Der intergenische Bereich

dazwischen wurde von Shaw etal. (2007) als besonders variabel identifiziert. Zur
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Amplifikation mittels PCR wurde von denselben Autoren ein universelles Primerpaar flr
Angiospermen publiziert. Der Locus rpl32-trnL wird seitdem zunehmend fir phylogenetische
Studien innerhalb der Bromeliaceae verwendet (z. B. Givnish et al. 2011; Schitz 2012;
Wagner et al. 2012). Fir die Amplifikation und Sequenzierung in zwei Teilstiicken wurden

zusatzliche interne Primer benutzt, die von Schitz (2012) entworfen wurden.

rps16-trnK

Das Gen rps16 kodiert flr ein Protein der kleinen ribosomalen Untereinheit, trnK kodiert fur
eine tRNA fir die Aminosaure Lysin (Anticodon UUU). Zur Amplifikation des sehr variablen
Bereiches dazwischen wurden ebenfalls universelle Primer publiziert (Shaw et al. 2007).
Innerhalb der Bromeliaceae wurde der Locus bisher vor allem fir die Gattungen
Deuterocohnia und Fosterella (beide Pitcairnioideae) eingesetzt (Schiitz 2012; Wagner et al.
2012). Zur Amplifikation und Sequenzierung in drei Teilstiicken wurden im Rahmen der

vorliegenden Arbeit zusatzliche interne Primerpaare entworfen (Tabelle 2).

matK

Das Gen matK ist im trnK-Intron lokalisiert und codiert fir die einzige Maturase des
Plastoms. Diese spielt eine universale Rolle beim Spleiften von Klasse ll-Introns (Hausner et
al. 2006; Borsch & Quandt 2009). Obwohl es sich hierbei um eine kodierende Region
handelt, zeigte matK in diversen Studien an Bromelien eine relativ hohe Variabilitdt mit
einem hohen Anteil an Substitutionen (Barfuss et al. 2005; Rex 2007; Schulte et al. 2009).
Fir die vorliegende Arbeit wurde der Locus in drei Teilsticken amplifiziert und sequenziert.
Fir das 5'-Ende des Locus (Teil a) wurden wurden publizierte Bromelien-spezifische Primer
verwendet (Crayn et al. 2000; Schulte et al. 2005). Fur die Amplifikation des 3'-Endes
(Teile b und c) wurden auf Basis publizierter Sequenzen (Crayn et al. 2004; Rex et al. 2009)

neue Primerpaare entwickelt (Tabelle 2).

rps16-Intron
Sequenzen des Introns im rps16-Gen haben sich bereits in vielen phylogenetischen Arbeiten
an diversen Bromeliaceae bewahrt (z. B. Crayn et al. 2004; Barfuss et al. 2005; Rex et al.
2009; Jabaily & Sytsma 2010; Givnish et al. 2011; Schitz 2012). Zur Amplifikation wurden
universelle Primer verwendet, die von von Oxelman etal. (1997) entwickelt wurden
(Tabelle 2).
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Tabelle 2: PCR-Primer zur Amplifikation plastidarer DNA-Abschnitte
Die Bezeichnungen fiir die aufgelisteten Primer entsprechen der von den jeweiligen Autoren verwendeten
Nomenklatur. Fir die Sequenzierung von PCR-Produkten wurden die Primer auch mit angehangten M13-
Sequenzen verwendet (vgl. erste und zweite Tabellenzeile).

Locus Primer Sequenz (5'-3") Quelle Programme

M13 M13f TGTAAAACGACGGCCAGT Fartmann et al. 1999 n/a
M13r CAGGAAACAGCTATGACC Fartmann et al. 1999

atpB-rbcL  atpB_fwd GAAGTAGTAGGATTGATTCTC Manen et al. 1994 UniPCRFK
atpB-rbcL arev  TATAATGATAGAGAAATGAAACAC diese Arbeit
atpB-rbcL b fwd ~ ATTGCAAGTAGATGAAATCGTG diese Arbeit
rbcL_rev CAACACTTGCTTTAGTCTCTG Manen et al. 1994

atpF-Intron sak21F (exon/D1) AAAGGGAGTGTGTGYGAGTT Watts et al. 2008 UniPCRFK
sak22R (D5) CCCGAACCAAAYATGAATCTTTC Watts et al. 2008

matK matK5(F) ATACCCTGTTCTGACCATATTG Crayn et al. 2000 UniPCRFK (alle Teile),
BROM1(R) GGTTCCAGAAGATGTTAATCG Schulte et al. 2005 Crayn_2000 (Teil a)
matK b fwd TCTGAATGYGAATTTKTATTCG diese Arbeit
matk b rev TCTACATATCCGACCAAATCG diese Arbeit
matK ¢ fwd GTACTGTATCGGGACACCC diese Arbeit
matK ¢ rev CACATATCAAATTTACATCCCG diese Arbeit

ndhA-Intron ndhAx1 GCYCAATCWATTAGTTATGAAATACC Shaw et al. 2007 UniPCRFK
ndhAx2 GGTTGACGCCAMARATTCCA Shaw et al. 2007

ndhF ndhF 032F TACCTTTTCTTCCACTTCCAGTT Terry et al. 1997 Wagner_2005
ndhF 745F TGGTTACCTGATGCTATGGAAGG Terry et al. 1997
ndhF 1101R GGTGAATATCCAACAATAGGTTCC Terry et al. 1997
ndhF 1927R CACATTTTTTATTCGGTCCACAAG Terry et al. 1997

nhdF-rpi32 ndhF GAAAGGTATKATCCAYGMATATT Shaw et al. 2007 UniPCRFK
rpl32-R CCAATATCCCTTYYTTTTCCAA Shaw et al. 2007

petB-Intron sak23F (exon/D1) GGARTATGAGTGTGTGACTTG Watts et al. 2008 UniPCRFK
sak24R (D5) ATRTGAGANTTTCATCTCGTAC Watts et al. 2008

petD-Intron sak17F (exon/D1) GGATTATGGGAGTGTRYGACTTG Watts et al. 2008 UniPCRFK
sak18R (D6/exon) CTTTGITATTGGGATAGGTGAA Watts et al. 2008

psbA-trnH  psbA fwd GTTATGCATGAACGTAATGCTC Sang et al. 1997 Wagner_2007
trnH rev CGCGCATGGTGGATTCACARAATC Sang et al. 1997

psbB-psbH  psbBf AGATGTTTTTGCTGGTATTGA Shinozaki et al. 1986 Xu_2000
psbHr TTCAACAGTTTGTGTAGCCA Shinozaki et al. 1986

psbD-trnT ~ psbD fwd CTCCGTARCCAGTCATCCATA Shaw et al. 2007 UniPCRFK
trnT(GGU) rev CCCTTTTAACTCAGTGGTAG Shaw et al. 2007

psbJ-petA  psbJ ATAGGTACTGTARCYGGTATT Shaw et al. 2007 UniPCRFK
petA AACARTTYGARAAGGTTCAATT Shaw et al. 2007

rbcl rocL 1F ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC Fay et al. 1998 Barfuss_2007
rbcL 636F GCGTTGGAGAGATCGTTTCT Fay et al. 1998
rbcl 724R TCGCATGTACCTGCAGTAGC Fay et al. 1998
rbcL 1460R TCCTTTTAGTARAAGATTGGGCCGAG Fay et al. 1998

rpl32-trnL  rpl32-F CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC Shaw et al. 2007 UniPCRFK
trnL(UAG) CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT Shaw et al. 2007
rpl32 internal rev.  TTTCATATCTATCACAATTTCATCA Schiitz 2012
trnL internal fwd ~ GAGATTGAAACTCTTTTGTTATATGC Schiitz 2012

rpoB-trnC  rpoB fwd CKACAAARYCCYTCRAATTG Ohsako & Ohnishi 2000 Wagner_2007
trnCGCA rev CACCCRGATTYGAACTGGGG Ohsako & Ohnishi 2000

rps16-Intron rpsF (fwd) GTGGTAGAAAGCAACGTGCGACTT Oxelman et al. 1997 UniPCRFK
rpsR2 (rev) TGCGGATCGAACATCAATTGCAAC Oxelman et al. 1997

rps16-trnK  rps16x2F2 AAAGTGGGTTTTTATGATCC Shaw et al. 2007 UniPCRFK
trnK(UUU)x1 TTAAAAGCCGAGTACTCTACC Shaw et al. 2007
rps16-trnK b fwd  GGGAAGGGTAACTAGTATC diese Arbeit
rps16-trnK arev  AAGAAAAAGGAAAATGGTGTG diese Arbeit
rps16-trnK ¢ fwd CTTTTCCTTAATTTTTTCCATTCC diese Arbeit
rps16-trnK b rev.  AAAGACTTGTGTTGGATTGGC diese Arbeit

trnD-trnT ~ trnDGUC fwd ACCAATTGAACTACAATCCC Demesure et al. 1995 Wagner_2007,
trnTGGU rev CTACCACTGAGTTAAAAGGG Demesure et al. 1995 UniPCRFK

trnL-trnF TabC fwd CGAAATCGGTAGACGCTACG Taberlet et al. 1991 Wagner_2007
TabF rev ATTTGAACTGGTGACACGAG Taberlet et al. 1991

trnQ-5'rps16 trnQ(UUG) GCGTGGCCAAGYGGTAAGGC Shaw et al. 2007 UniPCRFK

trnS-trnG
trnV-ndhC

ycf3-trnS
(rps4-trnT)

rps16x1
trnS* fwd
trnG* rev
trnV(UAC)x2
ndhC

rps4 fwd
trnT2 rev

GTTGCTTTYTACCACATCGTTT
AACTCGTACAACGGATTAGCAATC
GAATCGAACCCGCATCGTTAG
GTCTACGGTTCGARTCCGTA

TATTATTAGAAATGYCCARAAAATATCATATTC

TCSTATTCCTGCAGTACAGG
CTGTAGGTGTAACCTTTCGC

Shaw et al. 2007
Shaw et al. 2007
Shaw et al. 2007
Shaw et al. 2007
Shaw et al. 2007
Saltonstall 2001

Saltonstall 2001

Wagner_2007
UniPCRFK

Saltonstall_2001
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Tabelle 3: PCR-Programme zur Amplifikation plastidarer DNA-Abschnitte
Die Programme wurde teils von den angegeben Autoren libernommen, teils selbst entworfen. Nach Ablauf des
jeweiligen Programmes wurden die Proben auf 10 °C heruntergekihlt.

Programm Zeit  Temperatur Zyklenzahl Quelle Verwendet flr
matK_Crayn_2000 90s 94 °C Crayn et al. 2000 matK Teil a
30s 94 °C
60s 42 °C }26x
120 s 72 °C
ndhF_Wagner_2005 30s 92 °C Wagner 2007 ndhF
60 s 92 °C
60s 45°C }39x
60s 72°C
240s 72 °C
psbA-trnH_Wagner_2007 300 s 80 °C Wagner 2007 psbA-trnH
30s 94°C ~
30s 50 °C - 35x
60 s 72°C -
600 s 72 °C
psbB-psbH_Xu_2000 300 s 94 °C Xu et al. 2000 psbB-psbH
60s 94°C  ~
60s 58 °C - 35x
120 s 72°C -
600 s 72 °C
rbcL_Barfuss_2007 180 s 94 °C Barfuss et al. 2005 rbcL
60s 94°C H
60s 48 °C 36 x
120 s 72°C -
840 s 72 °C
rpoB-trnC_Wagner_2007 300 s 80 °C Wagner 2007 rpoB-trnC
60 s 96 °C -
120 s 52 °C - 35x
180's 72°C -
300 s 72 °C
trnD-trnT_Wagner_2007 300 s 80 °C Wagner 2007 trnD-trnT
45s 94°C H
60 s 52 °C - 30x
60s 72°C -
600 s 72 °C
trnL-F_Wagner_2007 300 s 80 °C Wagner 2007 trnL-trnF
60 s 94°C H
60s 50 °C - 35x
120 s 72°C -
300s 72 °C
trnS-trnG_Wagner_2007 300 s 80 °C Wagner 2007 trnS-trnG
60s 95°C  ~
60 s 50 °C - 35x
120 s 65°C -
600 s 65 °C
trnS-ycf3_Saltonstall_2001 300 s 80 °C Saltonstall 2001 trnS-ycf3
60 s 94°C H
60s 52 °C - 35x
150 s 65°C -
600 s 65 °C
UniPCRFK 300 s 80 °C diese Arbeit atpB-rbcL, atpF-Intron, matK Teil a, b und c,
60 s 95°C ndhA-Intron, nhdF-rpl32, petB-Intron,
60 s 52 °C 30 x petD-Intron, psbD-trnT, pshJ-petA,
120 s 65°C - rpl32-trnL, rps16-Intron, rps16-trnkK,
300s 65 °C trnD-trnT, trnQ-5'rps16, trnV-ndhC
petD-Intron

Fir Klasse ll-Introns wurde gezeigt, dass der groflte Teil der hier auftretenden Variabilitat auf
Bereiche entfallt, welche sich bei der Ausbildung der Sekundarstruktur in ungepaarten
Schleifen (loops) befinden (Kelchner & Wendel 1996; Léhne & Borsch 2005). Intramolekular

paarende Bereiche sind dagegen starker konserviert. Watts et al. (2008) entwickelten aus
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diesem Grund universelle Primerpaare (Tabelle 2), welche die Domane IV diverser Introns
amplifizieren, die eine besonders grof3e Schleife enthalt. Im trnK-Intron liegt in dieser
Domaéane das offene Leseraster fir die Maturase matK, welches aber in allen anderen Introns
degeneriert und funktionslos ist (Hausner et al. 2006). Die unterliegende Sequenz steht
damit nicht unter Selektionsdruck und sollte neutral und schnell evolvieren (Watts et al.
2008). Das hier untersuchte Gen petD kodiert fir ein Protein des Cytochrom-bf6-Komplexes

und wurde fir Studien innerhalb der Bromeliaceae bisher nicht verwendet.

trnD-trnT

Der Bereich zwischen den Genen fir eine tRNA fur Asparaginsaure (Anticodon GUC) und fur
eine tRNA fur Threonin (Anticodon GGU) wird seit langem flir phylogenetische Analysen in
unterschiedlichsten Pflanzengruppen verwendet. Ein universelles Primerpaar (Demesure et
al. 1995) erlaubt meistens eine problemlose Amplifikation (Tabelle 2). Fir die Variabilitat des
Locus fanden Shaw et al. (2007) Uberdurchschnittliche Werte. Fir Studien innerhalb der

Bromeliaceae wurde bislang keine Arbeit mit diesem Locus publiziert.

Tabelle 4: Zusammensetzung der PCR-Ansétze zur Amplifikation plastidarer DNA-Abschnitte
Da die DNA-Konzentrationen nicht exakt bestimmt wurden, ist die Menge an zugefligter Templat-DNA als
Richtwert zu verstehen (*).

Zutat Stammkonzentration  Volumen pro 20 pl-Ansatz  Endkonzentration
5x Mango-Taq gefarbter Puffer (Bioline, Taunton) 5x 4,0 ul 1x

MgCl, 50 mM 0,6 1,5 mM
dNTPs (Carl Roth, Karlsruhe) 2,5mM 1,6 pl 0,2 mM
Primer 1 10 uM 0,5 pl 0,25 uM
Primer 2 10 uM 0,5 pl 0,25 uM
BSA (Invitrogen, Carlsbad) 20 pg/ml 0,5 ul 0,5 pg/pl
Mango-Taq DNA Polymerase (Bioline, Taunton) 5 U/l 0,4 ul 0,1 U/l
DNA-Templat (Arbeitslosung) * 2,0 pl *

Aqua bidest - 9,9 ul

Sonstige verwendete plastidére Loci

Im Rahmen von Pilotversuchen wurden ferner die intergenischen Bereiche atpB-rbcL,
nhdF-rpl32, psbA-trnH, psbB-psbH, psbD-trnT, psbd-petA, rpoB-trnC, trnS-ycf3 (von
Saltonstall (2001) als rps4-trnT publiziert), trnL-trnF, trnQ-5'rps16, tnS-trnG  und
3'trnV-ndhC, die exonischen Bereiche ndhF und rbclL, sowie die intronischen Bereiche
atpF-Intron, ndhA-Intron und petB-Intron verwendet. Die dafir eingesetzten Primer sind
Tabelle 2 zu entnehmen. Auf diese Regionen soll hier nicht im Detail eingegangen werden,
da sie sich aus verschiedenen Grunden als nicht geeignet erwiesen und daher fur die

endgultigen Analysen nicht verwendet wurden.
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2.2.3.2 Untersuchte nukleéare Loci

Das Genom des Zellkerns bietet eine Vielzahl unterschiedlichster Loci, deren vergleichende
Sequenzierung sich fur phylogenetische Analysen prinzipiell eignet. Die klaren Vorteile sind
die schnellere Evolution vieler Bereiche im Vergleich zum Plastom, die vielen unabhangigen
Loci und die biparentale Vererbung. Methodisch ist die Untersuchung nukledrer DNA
allerdings deutlich anspruchsvoller. Dies liegt zum einen in der allelischen Variation der
allermeisten Loci begriindet. In einem diploiden Organismus gibt es wenigstens zwei
verschiedene Kopien (Allele) eines jeden nukledren DNA-Abschnitts. Unterscheiden sich
diese Allele hinsichtlich ihrer Lange, so lassen sich die mit flankierenden Primerpaaren
erzeugten PCR-Produkte nicht direkt sequenzieren, sondern mussen kloniert werden. Ferner
muss bei nuklearen Loci besonderes Augenmerk auf die Homologie verglichener Sequenzen
gelegt werden. Durch Genduplikationen kénnen zwei oder mehrere Paraloge entstehen, die
dann unabhangig voneinander evolvieren. Daher muss stets beachtet werden, dass flr
phylogenetische Analysen nur orthologe Sequenzen verglichen werden (z. B. Small et al.
2004; Hughes et al. 2006; Knoop & Miller 2009).

Im methodisch einfachsten Fall werden Gene untersucht, von denen es nur eine einzige
Version (single copy) oder wenige Versionen (low copy) gibt. Zeigen die vorkommenden
Allele keine Langenvariabilitat innerhalb einzelner Akzessionen, so ist keine aufwandige
Klonierung nétig. Fur die in dieser Arbeit untersuchten nukledren Loci wurde aufgrund von

publizierten Untersuchungen vermutet, dass sie als Einzelkopie vorliegen.

Phytochrom C (phyC)

Gene der Phytochrom-Familie codieren fiir eine Reihe an Photorezeptor-Proteinen, welche
in die Steuerung diverser Entwicklungsprozesse der Pflanzen involviert sind (Kutschera
2002). Alle Proteine der Genfamilie kénnen in zwei unterschiedlichen Konformationen
vorliegen und absorbieren dann entweder kurzwelliges (666 nm) oder langwelliges (730 nm)
rotes Licht (in Arabidopsis thaliana, Sharrock & Quail 1989). Besonders gut erforscht sind die
Proteine Phytochrom A und Phytochrom B. Phytochrom A wird bei Licht schnell abgebaut,
kommt also insbesondere in etiolierten Pflanzen vor, wahrend Phytochrom B photostabil ist.
Das Protein Phytochrom C ist ebenfalls photostabil und hat in Arabidopsis thaliana
bedeutenden  Einfluss auf Blutezeit und Wachstumsantwort von Keimlingen
(Balasubramanian et al. 2006). Fur die Duplikation des Vorlaufers aller Phytochrom-Gene
wird ein Zeitpunkt vor der Trennung von monokotylen und dikotylen Pflanzen angenommen.
Im paarweisen Vergleich der Aminosauresequenzen der Phytochrome A, B und C zeigen
sich lediglich Ahnlichkeiten von 49-52% (Sharrock & Quail 1989). Somit sind auch die
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paralogen Phytochrom-Gene ausreichend unterschiedlich, um einzelne Versionen gezielt

und eindeutig durch spezifische PCR-Primerpaare anzusprechen und zu amplifizieren.

Das Gen phyC wurde in der Vergangenheit mehrfach flr phylogenetische Arbeiten
sequenziert. FUr monokotyle Pflanzen wurden beispielsweise Sequenzen von phyC
verwendet, um bei allohexaploidem Weizen (Triticum aestivum) den evolutiondren
Zusammenhang seiner drei Vorlaufer zu untersuchen (Devos et al. 2005). Bei
phylogenetischen Untersuchungen in der dikotylen Familie Phyllanthaceae kam fir phyC
eine direkte Sequenzierung ohne Klonierung zum Einsatz (Kathriarachchi et al. 2005;
Samuel et al. 2005). Fur phylogenetische Studien innerhalb der Bromeliaceae erlebt phyC
derzeit einen regelrechten Boom, da auch hier Amplifikation und Sequenzierung ohne
vorherige Klonierung moglich sind. So wurde kirzlich eine auf dem phyC-Gen basierende
Arbeit an Puya publiziert (Jabaily & Sytsma 2010). Fur die Unterfamilien Tillandsioideae,
Bromelioideae sowie alle weiteren Gattungen der Pitcairnioideae laufen derzeit ebenfalls

Projekte mit phyC (z. B. Schitz et al., unveréffentlichte Daten).

Tabelle 5: PCR-Primer zur Amplifikation nuklearer Loci

Die Bezeichnungen fiir die aufgelisteten Primer entsprechen der von den jeweiligen Autoren verwendeten
Nomenklatur. Fir die Sequenzierung von PCR-Produkten wurden die Primer auch mit angehangten M13-
Sequenzen verwendet (vgl. erste und zweite Tabellenzeile in Tabelle 2).

Locus Primer Sequenz (5'-3") Quelle
ETS ETS_Sass_fwd GTTTCGGCCTCCCAGTCTAGC Sass & Specht 2010
ETS_Sass_rev CAACCAGGTAGCATGTCCTTTG Sass & Specht 2010
Baldwin_S26-1GS_fwd GGATTGTTCACCCACCAATAGGGAACGTGAGCTG Baldwin & Markos 1998
Baldwin_S18-1GS_rev GAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAG Baldwin & Markos 1998
Chew_Till1_fwd TCGCACGCCCCGYGGGCTCCCT Chew et al. 2010
Chew_Till2_rev CTCCCTGCCTCCGCGCAGYCGA Chew et al. 2010
ITS 5A CCTTATCATTTAAGAGGAAGGAG Jabaily & Sytsma 2010
5.8SR ACGGGATTCTGCAATTCACAC Jabaily & Sytsma 2010
5.8SF TCACGGCAACGGATATCTCGG Jabaily & Sytsma 2010
241R CAGTGCCTCGTGGTGCGACA Jabaily & Sytsma 2010
Malatsynthase ms526f GGACTATAAGCTTCCATGACCTC Lewis & Doyle 2001
ms943r GTCTTNACRTAGCTGAADATRTARTCCC Lewis & Doyle 2001
Phytochrom C PHYC-F CCAGCTACTGATATACCTCAAGCTTC Samuel et al. 2005
PHYC-R CCAGCTTCCATAAGGCTATCAGTACT Samuel et al. 2005
Phytochrom C  phyc515f2 AAGCCCTTYTACGCTATCCTGCACCG Barfuss unpubliziert
phyc1699r2 ATWGCATCCATTTCAACATCTTCCCA Barfuss unpubliziert
phyc524f GCTATCCTGCACCGGATCGAYGT Barfuss unpubliziert
phyc1690r TCAACATCTTCCCAYGGGAGGCT Barfuss unpubliziert
phyc974f2 GCTCCTCACGGCTGCCACGCTCA Barfuss unpubliziert
phyc1145¢ CCTGMARCARGAACTCACAAGCATATC Barfuss unpubliziert

Fir die vorliegende Arbeit wurden Bereiche des ersten Exons von Phytochrom C verwendet.
Als Primer wurden zunachst von Samuel et al. (2005) publizierte Sequenzen getestet, die
bereits in Puya funktioniert hatten (falschlicherweise als intronisch bezeichnet bei Jabaily &
Sytsma 2010). Des weiteren kamen speziell fir Bromeliaceae entwickelte Primer zum

Einsatz, welche sowohl die Amplifikation eines etwa 1.200 bp langen Fragmentes von
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Exon 1 erlauben, als auch die Amplifikation von zwei Einzelteilen innerhalb dieses Bereiches

(Michael Barfuss, Universitat Wien, personliche Mitteilung). Alle verwendeten Primer sind in

Tabelle 5 zusammengestellt.

Tabelle 6: PCR-Programme zur Amplikation nuklearer Loci
Einige Programme wurden in verschiedenen Modifikationen verwendet, die durch hochgestellte Buchstaben
markiert sind. So wurden flr jedes Programm mit vorangestelltem Buchstaben jeweils diejenigen Parameter
verwendet, die in den mittleren Spalten mit eben diesem Buchstaben gekennzeichnet sind. Zur genauen
Identifikation ist das Datum der jeweils ersten Verwendung im Programmnamen enthalten. Nach Ablauf des
jeweiligen Programms wurden die Proben auf 10 °C heruntergekuhlt.

Programm Zeit Temperatur  Zyklenzahl Quelle
ETS_HF 120 s 95 °C
High Fidelity (Rovalab HF) 20s 95 °CH
(fur ETS Baldwin/Chew) 40 s 58 °C | 31x diese Arbeit
300s 72 °C-
300 s 72°C
ETS_Krapp 300 s 94 °C
60s 94 °CH
60 s 55 °C - 35x diese Arbeit
60 s 72 °C-
420 s 72 °C
MS_Lewis 240's 94 °C
60s 94 °CH
60 s 55 °C  35x Lewis & Doyle 2001
120 s 72 °C-
420 s 72 °C
MS_Krapp 240's 94 °C
60 s 94 °C
60 s 50 °C - 45x diese Arbeit
120 s 72 °C-
420 s 72°C
PHYC_Samuel 120 s 94 °C
60 s 94 °C
30s 48 °C - 35x Samuel et al. 2005
60s 72 °C-
600 s 72°C
PHYC_Barfuss 120 s 94 °C
15s 94 °C
30s 59 °C |- 15x
1?2 2 70°C ramp 1949,/5: Barfuss unpubliziert
30s 59 °C |- 20x
120 s + 10 s/Zyklus 70 °C ramp 1 °C/s-
490 s 70 °C
Einfache Amplifikation 120 s 94 °C
A: phyc_20100518 15sABCF 30sPE 94 °C
B: phyc_20100527 30s 50°CABEF 55°CC 59°CPL40x " 43x B CE,
C: phyc_20100531 120 s 72 °C- 35x P, 45x F diese Arbeit
D: phyc_nest_1_20100906 480 s 72 °C
E: phyc_bandstab_1_20101110
F: phyc_bandstab_1_20110121
Zweistufige Amplifikation 120 s 94 °C
A: phyc_nest_1_20100608 15s 94 °C
B: phyc_nest_1 20100715 30s 59 °C]~ 15x A~ B.C 20x °
C: phyc_bandstab_1_20101111 120 s 70 °C ramp 1 °C/s diese Arbeit
D: phyc_20100607 15s 94 °C
30s 59 °C | 20x AP, 25x B¢
120 s + 10 s/Zyklus 70 °C ramp 1 °Cl/s
490 s 70 °C
Reamplifikation nested PCR 120 s 94 °C
A: phyc_nest_2_20100608 155848 30s° 94 °C
B: phyc_nest_2_20100614 30s 59 °C]~ 30x A, 35x &, diese Arbeit
C: phyc_nest_2 20100906 120s 70 °Cramp 1°C/s #8 72 °C°d 25x ©
490s*5 480s° 70°C*B 72°C°
Reamplifikation bandstab PCR 120 s 94 °C
A: phyc_bandstab_2 20101109 15s# 30s® 94 °C
B: phyc_bandstab_2_ 20101110 30s 59 °C 4, 50 °C B} 25x diese Arbeit
120s 70°Cramp1°C/s” 72°C?®

490s*,480s°®

70°C* 72°C"®
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Tabelle 7: Zusammensetzung der PCR-Ansétze zur Amplikation nukleérer Loci

Als Templat wurden entweder DNA-Stammldsungen, DNA-Arbeitsldsungen, Aliquots kompletter PCR-Ansatze
(nested PCR, vgl. Text) oder aus Agarosegel gestanzte Banden (band-stab-PCR, vgl. Text) verwendet. . Da die
DNA-Konzentrationen nicht exakt bestimmt wurden, ist die Menge an zugefligter Templat-DNA als Richtwert zu
verstehen (*).

Rezept zur Verwendung mit Mango-Taq

Zutat Stamm-_ Volumen End- _
konzentration pro 20 ul-Ansatz konzentration
5x Mango-Taq gefarbter Puffer (Bioline, Taunton) 5x 4,0 yl 1x
MgCl, 50 mM 0,6 pl 1,5 mM
dNTPs (Carl Roth, Karlsruhe) 2,5mM 1,6 pl 0,2 mM
Primer 1 10 uM 0,5 ul 0,25 uM
Primer 2 10 uM 0,5 ul 0,25 uM
DMSO (Carl Roth, Karlsruhe) 20 pg/ml 0,5 pl 0,5 pg/ul
Mango-Taq DNA Polymerase (Bioline, Taunton) 5 U/l 0,4 pl 0,1 U/l
DNA-Templat * 2,0 ul *
Aqua bidest - 9,9 ul -
Rezept zur Verwendung mit Long High Fidelity RCR Enzyme Mix
Zutat Stamm-. Volumen End- .
konzentration pro 20 pl-Ansatz konzentration
10x HF Reaction Buffer (Rovalab, Teltow) 10x 5,0 pl 1x
dNTPs (Carl Roth, Karlsruhe) 2,5mM 1,0 pl 0,05 mM
Primer 1 10 uM 2,0 ul 0,4 uM
Primer 2 10 uM 2,0 ul 0,4 uM
Long High Fidelity PCR Enzyme Mix (Rovalab, Teltow) 2,5 U/l 0,5 pl 0,025 U/pl
DNA-Templat * 3,0l *
Aqua bidest - 9,9 ul -

Malatsynthase (MS)

Das Protein Malatsynthase katalysiert im Glyoxylatzyklus die Bildung des vier Kohlenstoff-
Atome enthaltenden Malatmolekils aus zwei Molekulen Acetyl-Coenzym A (z. B. Kutschera
2002). Die entsprechende Genregion liegt beispielsweise bei den Palmen (Arecaceae) als
Einzelkopie vor und eignet sich dort fur phylogenetische Studien (Lewis & Doyle 2001). Die
von diesen Autoren publizierten Primer zur Amplifikation eines exonischen Teilbereichs

wurden fur die vorliegende Arbeit getestet (Tabelle 5).

ITSund ETS

Eine Sonderstellung unter den nukledren Loci nehmen die Gencluster ein, die fur die
ribosomalen RNAs (rRNA) kodieren und als rDNA bezeichnet werden (Baldwin et al. 1995).
Eine einzelne Einheit besteht bei Pflanzen aus einem externen transkribierten Spacer (ETS),
der 18S-rDNA, dem ersten internen transkribierten Spacer (/TS7), der 5.8S-rDNA, dem
zweiten internen transkribierten Spacer (/TS2) und der 26S-rRNA. Diese Einheiten finden
sich in vielfacher, tandemartiger Wiederholung hintereinander, jeweils getrennt von einem
nicht transkribierten Spacer (NTS). Da rDNA-Sequenzen in einigen hundert bis tausend

Kopien im Kerngenom vorkommen, lassen sie sich fur gewohnlich einfach amplifizieren,
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vergleichbar mit plastidaren Loci. Weiterhin existiert normalerweise nur eine prddominante
Version dieser Region, die meisten Kopien sind identisch. Auftretende Mutationen werden
rasch durch Rekombinationsereignisse angeglichen, es findet eine konzertierte Evolution
statt (z. B. Knoop & Muller 2009). Allerdings gibt es auch Ausnahmen hiervon, was teils zu

einer unerwarteten Diversitat an Allelen fihrt (z. B. Small et al. 2004).

Die hoch konservierten Sequenzen der kodierenden Regionen innerhalb der rDNA erlauben
die Entwicklung von Primerpaaren, welche Uber weite taxonomische Gruppen hinweg
universell funktionieren (Baldwin & Markos 1998). Mit deren Hilfe lassen sich die dazwischen
liegenden Bereiche (ETS, ITS1 und ITS2) meist gut amplifizieren. Die konzertierte Evolution
erlaubt ferner eine direkte Sequenzierung der PCR-Produkte ohne vorhergehende
Klonierung, was einen grofden methodischen Vorteil darstellt. Als nachteilig ist die mehr oder
weniger zufallige Angleichung der Kopien aneinander zu sehen, wodurch phylogenetische
Informationen wahrend der Evolution verloren gehen. Wie bei plastidaren Sequenzen liefert
die vergleichende Sequenzierung der rDNA-Abschnitte nur Informationen Uber eine
Abstammungslinie. Nach Hybridisierungsereignissen ist zumeist nicht klar, ob sich die
paternale oder die maternale Version der rDNA im Rahmen der konzertierten Evolution
durchsetzt. Ein weiteres Problem stellt die mdgliche Existenz von Paralogen dar, welche bei

direkter Sequenzierung nicht erkannt werden (Small et al. 2004).

Die Amplifikation und Sequenzierung von /TS sowie die Auswertung der Daten gilt als
problematisch innerhalb der Bromeliaceae (Michael Barfuss, Universitadt Wien, persdnliche

Mitteilung). Alle verwendeten Primer sind in Tabelle 5 zusammengestellt.

2.2.3.3 Verwendete Reagenzien und Durchfiihrung

Die PCR wurde zumeist in Volumina von 20 pl durchgefiihrt. Die Zusammensetzung der
Ansatze ist den Tabellen 4 und 7 zu entnehmen. Sollten die PCR-Fragmente anschlielend
sequenziert werden, so wurden Primer mit M13-Anhangen eingesetzt (Fartmann et al. 1999).
Dabei handelt es sich um bekannte Sequenzen, welche am 5'-Ende der eigentlichen PCR-
Primer angehangt sind. Dies ermdglicht eine spatere Sequenzierreaktion mit universellen
fluoreszenzmarkierten Primern. Eine Zusammenstellung der fir die PCR verwendeten
Primer findet sich in den Tabellen 2 und 5. Alle Reaktionen wurden in einem T-1 oder
T-Gradient Thermocycler (Biometra, Goéttingen) durchgefihrt. Die verwendeten Programme
sind in den Tabellen 3 und 6 aufgelistet. Welche Programme jeweils fir die Amplifikation
einzelner untersuchter plastidaren Loci eingesetzt wurden, ist den Tabellen 2 und 3 zu

entnehmen.
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Fir den nuklearen Locus phyC wurde zunachst eine PCR mit Primern nach Samuel et al.
(2005) und dem von diesen Autoren beschriebenen Programm (PHYC_Samuel)
durchgefiihrt. Ferner wurde die direkte Amplifikation und Sequenzierung sowohl des
Gesamtfragmentes, als auch der beiden Einzelteile jeweils mit fur die Bromeliaceae
spezifischen Primern (Michael Barfuss, Universitdt Wien, persénliche Kommunikation)
durchgefuhrt. Neben vielen Ausfallen, schwachen Amplifikaten und extrem schlechter
Qualitat der Sequenzierung zeigten sich haufig auch unspezifische und unerwinschte
zusatzliche PCR-Produkte. Insgesamt flnf unterschiedliche Programme wurden zur direkten
Amplifikation getestet (vgl. Tabelle 6: PHYC_Barfuss und alle Programme, deren Namen mit

.phyc” beginnen).

Zur Optimierung der PCR-Amplikation des Locus phyC wurden diverse Proben eingesetzt
und zwei unterschiedliche Methoden angewendet. Einerseits wurde eine verschachtelte
(nested) PCR durchgefiihrt (z. B. Milhardt 2006). Mit normaler DNA-Stammldsung als
Templat wurde dazu jeweils zunachst eine erste PCR mit den Primern phyc515f und
phyc1699r2 ohne M13-Anhang durchgefiihrt. Hierbei wurden ebenfalls verschiedene
Programme eingesetzt (Programme phyc nest_1... in Tabelle 6). Fir die verschachtelte
PCR wurde das Produkt dieser Reaktion als Templat fir zwei zweite Reaktionen mit den
Primern phyc524f und phyc1145r zur Amplifikation von Teil a einerseits und phyc974f2 und
phyc1690r fur Teil b andererseits verwendet. Hierflir kamen relativ kurze Programme zum
Einsatz (Programme phyc nest 2... in Tabelle 6). Alle in diesen Reaktionen verwendeten

Primer trugen einen M13-Anhang und die Produkte wurden anschliel3end sequenziert.

Far den zweiten Ansatz zur Optimierung kam die so genannte band-stab-Methode zum
Einsatz (Bjourson & Cooper 1992). Zunachst erfolgte die Amplifikation des
Gesamtfragmentes analog zum ersten Schritt der oben genannten verschachtelten PCR
(Programme phyc bandstab 1... in Tabelle 6). Fiur die zweite Reaktion wurden
Reaktionsansatze entsprechend Tabelle 7 vorbereitet. Es wurden die gleichen Primer
verwendet wie in der zweiten Reaktion der verschachtelten PCR, jedoch wurde der Anteil an
Aqua bidest fiir jede Probe um 2 ul erhéht. Die Produkte der ersten Reaktion wurden auf
Agarose aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt (vgl. 2.2.2). Unter UV-Licht wurden mit
sterilen Pipettenspitzen Bereiche des Gels ausgestanzt, in denen die Banden des erwarteten
Fragmentes sichtbar waren. Die Spitzen wurden fir etwa 10 min in die entsprechenden
Reaktionsgefale fur die zweite PCR gestellt, wobei DNA aus den ausgestanzten
Gelstuckchen in den Reaktionsansatz diffundierte. Mit diesem wurde dann die Amplifikation
der beiden einzelnen Abschnitte a und b aus dem Gesamtfragment durchgefiihrt

(Programme phyc_bandstab_2... in Tabelle 6).
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Fir die meisten Proben wurde die PCR des Locus phyC letztlich mittels der Bandstab-
Methode durchgefihrt. Dabei kamen die Programme phyc_bandstab_1_ 20101111 fUr die
Amplifikation des Gesamtfragmentes und phyc bandstab 2 20101110 fir die zweite
Reaktion zum Einsatz (Tabelle 6). Eine detaillierte Ubersicht Uber alle verwendeten

Kombinationen von Primern und Programmen findet sich in Anhang 1.

Far den nukledren Locus MS wurde zunachst das von Lewis & Doyle (2001) zusammen mit
den Primern publizierte Programm fir das Testset TS2 verwendet. Danach wurde ein
Programm mit reduzierter Annealingtemperatur und hoéherer Zyklenzahl fir ein breiteres
Probenset aus Arten von Dyckia (FK0001, FK0005, FKO0006, FKO0013), Deuterocohnia
(FKOO071), Fosterella (FK0081), Puya (FKO0082) und Pitcairnia (FK0083) eingesetzt
(Programme MS_Lewis und MS_Krapp in Tabelle 6).

Fir die Regionen ITS7 und /ITS2 der rDNA wurden Reaktionen fiir das Testset TS2 unter
Standardbedingungen (Programm UniPCRFK in Tabelle 3) durchgefihrt. Fir die ETS-
Region wurde eine PCR mit fur die Unterfamilie Bromelioideae etablierten Primern (Sass &
Specht 2010) mit einem eigenen Programm (ETS_Krapp in Tabelle 6) fir Proben der
Gattungen Dyckia (FK0108-FK0111), Fosterella (FK0O117-FK0118), Pitcairnia (FKO119) und
Puya (FK0121) durchgefuhrt. Ferner kamen fur die Gattung Tillandsia entwickelte Primer
(Chew et al. 2010) zum Einsatz. Fur die PCR der ETS-Region wurde aufgrund der
erwarteten gro3en Fragmentlange eine leistungsfahigere DNA-Polymerase (Long High
Fidelity RCR Enzyme Mix, Rovalab, Teltow) mit angepasstem Rezept (Tabelle 7) und
Programm (ETS_HF in Tabelle 6) verwendet. Die gleiche PCR wurde auch mit universellen
Primern zur Amplifikation des gesamten Bereiches aus ETS und NTS (Baldwin & Markos
1998) durchgefiihrt. Fir beide Ansatze wurde ein kleines Testset mit den Gattungen Dyckia
(FKO108 und FK0109) und Pitcairnia (FKO119 und FK0120) verwendet.

2.2.4 DNA-Sequenzierung

Die hier angewendete Art der Sequenzierung basiert auf einer Variante der Kettenabbruch-
Synthese (Sanger et al. 1977). Wie bei einer PCR werden spezifische Primer an den
Flanken der Zielregion angelagert und dann durch eine thermostabile DNA-abhangige DNA-
Polymerase elongiert. Der essentielle Unterschied zur PCR ist der Zusatz geringer Mengen
an 2'-3'-Didesoxyribonukleosidtriphosphaten (ddNTPs) neben den normalen dNTPs
(vgl. 2.2.3). Da diesen die 3'-Hydroxygruppe fehlt, kdnnen an eingebaute ddNTPs keine
weiteren Nukleotide angefugt werden, die Synthese bricht ab. In vier Ansatzen pro zu
sequenzierender Probe wird jeweils ein Typ an ddNTPs fur die Basen Adenin (A), Cytosin

(C), Guanin (G) und Thymin (T) eingesetzt. Bei jedem Ansatz entstehen somit verkirzte
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Fragmente, die an ihrem Ende alle die gleiche Base aufweisen. Die in den vier Ansatzen
synthetisierten Fragmente werden auf einem hochauflosenden Sequenziergel aus
Polyacrylamid (PAA) in vier Spuren nebeneinander aufgetrennt. Dabei entsteht ein typisches
Bandenmuster. Fur jede Fragmentgrofle existiert in genau einem der Ansatze eine Bande.

Aus diesem Muster lasst sich die DNA-Sequenz der Probe ablesen.

Lésungen und Reagenzien:

* 1 uM M13-IRD700 fwd-Primer-Losung

* 1 uM M13-IRD800 rev-Primer-Ldsung

* Dimethylsulfoxid (DMSO)

* Thermo Sequenase Primer Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)

* Formamid-Ladepuffer (98% (v/v) Formamid, 0,025% (v/v) basisches Fuchsin, 10 mM
EDTA)

*  PAA-Gel (5 ml Ultra Pure SequaGel® Complete Buffer Reagent, 20 ml Ultra Pure
SequaGel XR (beides National Diagnostics, Atlanta, Georgia, USA), 200 ul
Ammoniumpersulfat-Lésung (APS) 100 mg/ml in Aqua bidest (Sigma, St. Louis,
Missouri, USA)

* 1x TBE-Puffer pH 8,3 (90 mM Tris-Borat, 2 mM EDTA)

Durchfiihrung:

Aus o6konomischen Grinden wurden fir alle Sequenzierreaktionen universelle Primer
verwendet, die komplementar zu den beiden verschiedenen M13-Anhangen der fur die PCR
verwendeten Primer waren (vgl. 2.2.3.3). Beide Primer trugen eine Fluoreszenzmarkierung
an ihrem 5'-Ende (IRDye 700 am Vorwarts-Primer M13-IRD700 fwd und IRDye 800 am
Ruckwarts-Primer M13-IRD800 rev).

Fir jede zu sequenzierende Probe wurden 3 pl des nicht aufgereinigten PCR-Produktes mit
3 ul der M13-IRD700 fwd-Primer-Lésung, 5 yl der M13-IRD800 rev-Primer-Lésung, 0,9 ul
DMSO und 8,1 yl Aqua bidest vermischt. Je 4,5 ml davon wurden mit einer der vier
Lésungen (A, C, G und T) des Thermo Sequenase-Kits vermischt. Es wurde jeweils 16
Proben gleichzeitig in einer Mikrotiterplatte mit 96 Reaktionsgefalien verarbeitet. Die
Sequenzierreaktionen wurden in einem T-1 oder T-Gradient Thermocycler (Biometra,
Goéttingen) durchgefuhrt. Nach einer initialen Denaturierung fir 5 min bei 95 °C folgten 25
Synthese-Zyklen, bestehend aus jeweils 30 s Denaturierung bei 95 °C, 30 s Annealing bei
57 °C und 60 s Elongation bei 72 °C. Nach einer finalen Elongation fir 10 min bei 72 °C

wurden die Proben auf 10 °C gekuhlt. Eine dauerhafte Denaturierung der Produkte wurde
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durch Zugabe von 5 pyl Formamid-Ladepuffer pro Ansatz und Erhitzen fir 5 min auf 85 °C
erreicht. Pro Ansatz wurden 0,8 ul auf ein PAA-Sequenziergel (41 cm Lange, 0.2 mm Dicke,
64 Taschen, Haifischzahn-Kamm) des Sequenzierers geladen. Die Auftrennung der
Fragmente erfolgte in Abhangigkeit der zu erwartenden Sequenzlange fur 3-8 Stunden auf
einem automatischen Gel-Sequenzierer (IR? DNA Sequenzierer Long Readir 4200, LI-COR

Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA) unter standardisierten Bedingungen (25 mA, 45 °C).

2.2.5 Plastidare Mikrosatelliten (cpSSRs)

Fir die Identifizierung von Mikrosatelliten (SSRs) im Plastom von Dyckia wurden zwei
unterschiedliche Strategien verfolgt. Zum einen wurden die Sequenzalignments der
verschiedenen unter 2.2.3.1 beschriebenen Loci auf das Vorhandensein von SSRs hin
uberpruft. Zum anderen wurden zahlreiche durch 454-Sequenzierung (next-generation
sequencing, NGS) erhaltene Sequenzen einer Art von Dyckia auf die Anwesenheit
plastidarer SSRs untersucht. Diese Daten wurden in Rahmen eines Kooperationsprojektes
mit T. Wéhrmann (Universitat Kassel) und Dr. B. Huettel (MPI fir Zichtungsforschung Kaoln)

produziert.

2.2.5.1 Entwicklung von Primerpaaren fiir cpSSR-Loci

Da die 454-Sequenzierung selbst nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit ist, soll hier nur
am Rande darauf eingegangen werden. Aus Blattmaterial der Art Dyckia marnier-lapostollei
var. estevesii (FKO030 in Tabelle 1) wurde in vier parallelen Ansatzen eine ausreichende
Menge an Gesamt-DNA isoliert (nach 2.2.1). Davon wurden 5 ug DNA durch Zerstaubung
fragmentiert und die Bruchstlicke in eine vorgefertigte Bibliothek ligiert (entsprechend den
Vorgaben im Rapid Library Preparation Method Manual, Roche Diagnostics, Mannheim). Die
resultierende DNA-Bibliothek wurde mittels Fluorometrie quantifiziert (TBS-380, Turner
Biosystems, Sunnyvale, Kalifornien, USA). Die Sequenzierung nach dem Schrotschuss-
Prinzip erfolgte auf einem Roche 454 GSFLX mit dem Titanium Sequencing Kit XLR70 und
dem Titanium PicoTiterPlate Kit (alles Roche Diagnostics, Mannheim) entsprechend den
Angaben des Herstellers. Die Herstellung und 454-Sequenzierung der Bibliothek erfolgte

durch einen Kooperationspartner am Max-Planck-Institut fur Zichtungsforschung in Kain.

Aus den resultierenden Einzelsequenzen wurden zunachst all jene plastidaren Ursprungs
ausgefiltert. Als Referenz diente das Plastom von Typha latifolia (GenBank-Nummer
GU195652.1 Guisinger et al. 2010). Diese Art ist vermutlich der nachste Verwandte der
Bromeliaceae, fur die die komplette Sequenz des Plastoms publiziert ist (z. B. Givnish et al.
2010). Mittels der Software Geneious 5.4 (Drummond et al. 2011) wurde eine Datenbank aus

allen Einzelsequenzen aus der 454-Analyse generiert. Gegen diese wurde dann das Plastom
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von T. latifolia mittels des BLAST-Algorithmus (Altschul et al. 1997) abgeglichen. Fur
signifikant ahnliche Sequenzen wurde angenommen, dass sie eine plastidare Herkunft
haben. Fir alle diese wurde dann die Contig Assembly-Funktion von Geneious 5.4 genutzt,
um Uberlappende Einzelsequenzen zu groReren Fragmenten zusammenzufassen. Dafir
wurden Standardeinstellungen verwendet. Der endgiltige Datensatz der plastidaren
Sequenzen von Dyckia marnier-lapostollei var. estevesii enthielt schlie3lich alle Contigs und
alle jene Einzelsequenzen, die nicht in eine der Contigs eingeflossen waren. Dieser
Datensatz wurde dann erneut mit dem Genom von T. /atifolia verglichen, um die Abdeckung

und Lage der Fragmente im Plastom zu Uberpriifen.

Die Suche nach SSRs in diesem Datensatz wurde mit der Find-String-Suchfunktion von
PhyDE 0.9971 (Mdiller et al. 2011) durchgefihrt. Dabei wurden alle SSRs mit sieben oder
mehr Adenin- oder Thymin-Basen berucksichtigt. Alle SSRs mit 10 oder mehr
Wiederholungen wurden zur Entwicklung von cpSSR-Primerpaaren fir Variabilitdtstests
ausgewahlt, sofern flankierende Regionen fir das Primerdesign vorhanden waren und die
Loci noch nicht aus friiheren Analysen (siehe 2.2.3.1) bekannt waren. Fr diese Loci und die
aus der Sanger-Sequenzierung bekannten cpSSR-Loci wurden manuell Primerpaare
entwickelt. Als Kriterien fir das Design von Primern wurden eine Lange von 20 Nukleotiden
und ein hoher GC-Gehalt gefordert. Sofern moglich wurde das 3'-Ende der Primer jeweils so
gewahlt, dass es mindestens zwei Cytosin- oder Guanin-Basen aufwies. Fuir alle
Primerpaare wurde jeweils auch die Kompatibilitat ihrer 3'-Enden Uberprift, um die Bildung

von Primer-Dimeren in der PCR zu minimieren (z. B. Milhardt 2006).

2.2.5.2 Primer-Tests und Charakterisierung

Die neu entwickelten Primerpaare wurden zunachst in Pilotexperimenten auf ihre
Funktionalitat Uberpruft. Hierzu wurden PCR mit je einer Akzession von D. marnier-
lapostollei var. estevesii (FKO030), D. dissitiflora (FKO0141) und D. pernambucana (FK0171)
durchgefuhrt. Als gunstige Alternative zu direkt fluoreszenzmarkierten Primern wurde die
indirekte Markierung nach Schuelke (2000) verwendet. Bei dieser Methode werden ein
normaler Ruckwarts-Primer, ein Vorwarts-Primer mit einer M13-Sequenz am 5°-Ende und
ein M13-Vorwarts-Primer mit Fluoreszenzmarkierung kombiniert (siehe auch 2.2.3.3 und
2.2.4). Die Reaktionen wurden im 10 pyl-MaRstab in einem T-1 oder T-Gradient Thermocycler
(Biometra, Gottingen) durchgefihrt (Tabelle 8). Dabei kam ein Standardprogramm
(UniPCRFK in Tabelle 3) zum Einsatz. Das Ergebnis der PCR wurde mittels Agarose-
Gelelektrophorese Uberprift (siehe 2.2.2).
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Jeweils 1 pl der PCR-Ansatze wurden dann mit 30 yl Formamid-Ladepuffer vermischt und fir
5 min bei 85 °C denaturiert. Jeweils 0,2-0,6 pyl davon wurden auf einem PAA-Sequenziergel
(41 cm Lange, 0.2 mm Dicke, 48 Taschen, Haifischzahn-Kamm) aufgetrennt. Hierflir kamen
sowohl ein 4300 DNA Analyzer, als auch ein IR? DNA Sequenzierer Long Readir 4200 (beide
LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA) zum Einsatz. Elektrophoresebedingungen,
Gelzusammensetzung und Pufferlésungen entsprachen den fir die DNA-Sequenzierung

verwendeten Parametern (2.2.4).

Tabelle 8: Zusammensetzung der PCR-Ansétze zur Amplikation plastidarer Mikrosatelliten (cpSSRs)
Da die DNA-Konzentrationen nicht exakt bestimmt wurden, ist die Menge an zugeflgter Templat-DNA als
Richtwert zu verstehen (*).

Zutat Stamm-_ Volumen End- _
konzentration pro 10 pl-Ansatz konzentration

5x Mango-Taq gefarbter Puffer (Bioline, Taunton) 5x 2,0l 1x
MgCl, 50 mM 0,3 pl 1,5 mM
dNTPs (Carl Roth, Karlsruhe) 2,5 mM 0,8 ul 0,2 mM
Primer fwd 10 pM 0,04 pl 0,04 uM
Primer IRD700-M13-fwd 10 pM 0,16 pl 0,16 uM
Primer rev 10 uM 0,16 pl 0,16 uM
BSA (Invitrogen, Carlsbad) 20 pg/mi 0,25 pl 0,5 pg/ul
Mango-Taq DNA Polymerase (Bioline, Taunton) 5 U/l 0,1 pl 0,05 U/pl
DNA-Templat (Arbeitslésung) * 1,0 pl *
Aqua bidest - 5,19 pl

Neben den Proben wurde in einigen Spuren ein Fragmentlangenstandard aufgetragen, der
eigens flr diesen Zweck wie folgt hergestellt wurde. Zunachst wurde mit Templat-DNA von
Fosterella villosula (FKO076) eine PCR fur den Locus rps16-trnK Teil a durchgefuhrt (2.2.3.1
und 2.2.3.3). Das resultierende Produkt wurde flr eine Sequenzierreaktion nur mit der
T-Lésung des Thermo Sequenase-Kits verwendet (2.2.4). Deren Produkt wiederum wurde
1:1 mit Formamid-Ladepuffer vermischt und vor Gebrauch wie oben angegeben denaturiert.
Anhand der bekannten Sequenz der Probe an diesem Locus konnten die Grof3en von
komigrierenden PCR-Produkten im PAA-Gel unproblematisch abgeleitet werden. Das Prinzip
fragmentreicher externer Langenstandards st verbreitet fir SSR-Analysen auf
Gelsequenzierern (z. B. Guicking et al. 2008; Prinz et al. 2009; Wéhrmann & Weising 2011).

Erfolgversprechende Loci wurden fur eine weitergehende Charakterisierung ausgewahlt. Als
Auswabhlkriterien dienten die gute Amplifizierbarkeit in allen drei Proben, das Ausmal} an
Variabilitat zwischen den drei Arten und die absolute Lange der SSRs. Fir diese Loci wurde
eine Fragmentlangenanalyse mit einem erweiterten Set von insgesamt 58 Proben
durchgefuhrt, das je vier Individuen aus drei Populationen von D. dissitiflora, drei

Populationen von D. pernambucana und einer Population von D. limae enthielt. Dieser
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Ansatz diente als Eignungstest der Loci flr Populationsstudien an den genannten Arten.
Ferner wurden 17 Akzessionen von 16 weiteren Dyckia-Arten verwendet, um die Eignung
der cpSSR-Loci flr Studien oberhalb der Artebene zu evaluieren. Je zwei Arten von
Encholirium, Deuterocohnia, Fosterella, Pitcairnia (alles Pitcairnioideae) und Puya
(Puyoideae), sowie je eine Akzession von Ananas (Bromelioideae), Hechtia (Hechtioideae)
und Tillandsia (Tillandsioideae) dienten ferner dem Testen der Ubertragbarkeit zwischen
Gattungen und Unterfamilien. Alle verwendeten Pflanzen finden sich in Tabelle 1 oder
Anhang 19.

Fir die Proben FKO030 und FK0178 wurden die PCR-Produkte aller cpSSR-Loci re-
sequenziert (2.2.4). Hiermit wurde einerseits eine unabhangige Uberprifung der
moglicherweise teils ungenauen 454-Daten gewahrleistet. Andererseits konnte auf diese
Weise die absolute Ladnge der aus Sanger-Sequenzen entwickelten SSRs ermittelt werden,
welche aufgrund mangelnder Uberschneidung mit dem Testset TS2 (siehe 2.2.3.3) noch
nicht bekannt waren. Amplifikate aus der Probe FK0178 wurden bei allen folgenden
Elektrophoresen als Referenzprobe aufgetragen. Durch direkten Vergleich konnte somit fir

alle anderen Proben die absolute Fragmentlange ermittelt werden.

Eine Fragmentlangenanalyse aller 12 cpSSR-Loci wurde noch fur weitere Proben

durchgefiihrt. Eine Ubersicht tiber alle eingesetzten Proben findet sich in Tabelle 1.

2.3 Datenanalyse

2.3.1 DNA-Sequenzen, Alignments und AuRengruppen

Die Rohdaten aus den Sequenzierlaufen wurden zundchst mittels der Software e-Seq 2.0
(LICOR Biotechnology, Lincoln, Nebraska, USA) automatisch ausgewertet. Die so
erhaltenen Sequenzen wurden dann grob Uberprift und gegebenenfalls von Hand

nachbearbeitet, wobei qualitativ schlechte Bereiche entfernt wurden.

Mittels der Computerprogramme AlignIR 1.2 und AlignIR 2.0 (beide LICOR Biotechnology,
Lincoln, Nebraska, USA) wurden die Einzelsequenzen anschlielRend detailliert Gberprift und
editiert. Eventuell enthaltene Primer-Sequenzen wurden entfernt. Die Vorwarts- und
Rickwartssequenzen sowie die Einzelsequenzen bei geteilten Loci wurden fir jede Probe
einzeln aligniert. Nach einer visuellen Kontrolle und gegebenenfalls weiterer Editierung

wurde fir jede Probe und jeden Locus eine Konsensussequenz gebildet.

Fir das automatische Alignment der Konsensussequenzen flr jeden Locus wurde zunachst
der in AlignIR implementierte Algorithmus verwendet (Huang 1992; 1994). Nach Vergleich

der Proben untereinander wurden eventuell noch vorhandene Fehler in den
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Einzelsequenzen bereinigt. Das endgultige Alignment flr die einzelnen Loci und fir die
kombinierte Analyse wurde mit der Software PhyDE 0.9971 (Muller et al. 2011) durchgefuhrt.
Nach einem automatischen Abgleich mittels des Algorithmus MUSCLE 3.8.31 (Edgar 2004)
wurden uneindeutige Bereiche und Indels von Hand aligniert. Indels, variable SSRs und
Inversionen wurden allesamt nicht kodiert und somit aus allen phylogenetischen Analysen

ausgeschlossen.

Als AufRengruppen wurden fir alle Analysen plastidarer Sequenzen Puya ferruginea
(FKO082) und Puya herzogii (FKO121) verwendet. Fur Analysen des phyC-Datensatzes
wurden Pitcairnia feliciana (FK0119), P. fuertesii (FK0120), P. heterophylla (FK0083),
P. piepenbringii (FKO085) und P. pungens (FK0084) als AuRengruppentaxa angenommen.
Dies war gerechtfertigt durch Ergebnisse einer ausgedehnten Analyse von phyC fir ein
erweitertes Probenset (Schutz et al., unveroffentlichte Daten), nach der alle untersuchten
Vertreter von Puya zwischen den Ubrigen Gattungen der Pitcairnioideae stehen (vgl.
Anhange 2 und 3). Vergleichsweise kam fir phyC auch die Mittelpunktsbewurzelung
(midpoint rooting) zum Einsatz, welche lediglich mit den beobachteten Astlangen arbeitet,

ohne eine zuvor definierte AuRengruppe anzunehmen (vgl. Knoop & Mdller 2009).

Die Daten aus den Fragmentlangenanalysen plastidarer SSR-Loci wurden ebenfalls in die
Form eines Sequenzalignments Uberfihrt. Flr jeden Locus wurde zunachst ein leeres
Alignment mit 25 Positionen Lange angelegt. In dieses wurden fir jede Probe zunachst
Adenin-Basen entsprechend der beobachteten SSR-Lange eingefiigt. Dann wurden jeweils
Thymin-Basen bis zu einer Gesamtlange von 25 Nukleotiden aufgefillt. Beispielsweise
wurde so ein zwolf Adenin-Basen langer Mikrosatellit (As2) in der Form Aq;T4s notiert.
Ausgefallene Proben wurden entsprechend als Liicke mit 25 Positionen Lange angegeben.

Die einzelnen Blocke wurden im Anschluss zu einem einzigen Alignment zusammengefugt.

2.3.2 Behandlung von Heterozygotie

Bei der direkten Sequenzierung von PCR-Produkten nukledrer Loci stellt sich das Problem
moglicher allelischer Variation. Besitzen alle amplifizierten Allele dieselbe Lange, liefert die
direkte Sequenzierung eine durchweg lesbare Sequenz. Fir Positionen, an welchen sich die
Allele durch Basensubstitutionen unterscheiden, zeigen sich Banden in mehr als einer Spur
des Gels, im diploiden Organismus in zwei Spuren. Die fertig editierte Konsensussequenz
zeigt hier dann das entsprechende Symbol fiir eine Ambiguitat. Im diploiden Organismus
sind zwei Konstellationen mdglich, die auf Transitionen zurtckzufihren sind (R fur A oder G,
Y fur C oder T). Vier Konstellationen koénnen auf Transversionen zurlckgeflhrt werden
(S fur C oder G, W fir A oder T, M fir A oder C und K fir G oder T).
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In einem fUr den sequenzierten Locus homozygoten Organismus sind beide Allele identisch
und die Sequenz ist eindeutig lesbar. Unterscheiden sich zwei Allele an exakt einer Position,
so lassen sich die beiden der Uberlagerung zugrunde liegenden Allele einfach
rekonstruieren. Die Uberlagerte Sequenz wird dupliziert und an der betreffenden Stelle
bekommt jede Tochtersequenz einen anderen der beiden Zustande zugeordnet.
Unterscheiden sich zwei Allele an n Positionen, gibt es hingegen 2" verschiedene aus der
Uberlagerung ableitbare Sequenzen. Bei allen Konstellationen mit n>1 kann daher ohne
Klonierung der PCR-Produkte nicht festgestellt werden, wie die Sequenz der beiden

Uberlagerten Allele tatsachlich aussieht.

Bei der beobachteten Heterozygotie handelt es sich um natirliche innerartliche Variation,
solange keine kinstlichen Hybride untersucht werden. Insbesondere bei einer Gattung wie
Dyckia, wo offenbar weitgehende Interfertilitdt zwischen den meisten Arten und sogar mit
Arten von Encholirium herrscht (Grant & Zijlstra 1998; Versieux & Wendt 2006), ist hier aber

a priori keine sichere Annahme zu treffen.

Bei innerartlicher Variation sind zwei Zustande zu unterscheiden. Unterschiedliche Allele im
gleichen Individuum stellen fur phylogenetische Untersuchungen dann kein Problem dar,
wenn sie beide auf ein urspringliches Allel zurtckzufuhren sind, das bereits privat fur die
betreffende Art war. Ein Test auf diesen Zustand kann durchgefihrt werden, indem zunachst
alle heterozygoten Sequenzen in zwei Tochtersequenzen geteilt werden. An unsicheren
Positionen werden die beiden moglichen Zustande zuféllig den abgeleiteten Sequenzen
zugeordnet. Werden alle abgeleiteten Sequenzen zur Rekonstruktion einer Phylogenie
verwendet, sollten alle Paare abgeleiteter Sequenzen in einer gemeinsamen Klade vereinigt
sein. Die Trennung sollte mehrfach wiederholt werden, da es sich um einen Zufallsprozess
handelt und Wiederholungen unterschiedliche Ergebnisse hervorrufen (vgl. Jabaily & Sytsma
2010).

Intraspezifische Variation, bei der die beteiligten Allele nicht exklusiv in einer Art vorkommen,
wirkt sich dagegen negativ auf die Auflésung der Phylogenie aus. Dann gehdren die jeweils
beteiligten Allele eigentlich in zwei unterschiedliche Kladen der Phylogenie, was sich durch
Klonierung und Sequenzierung zeigen lasst. Bei der Verwendung uberlagerter Sequenzen
ziehen sich die beiden betreffenden Kladen an und verschmelzen gegebenenfalls. Die
Auflésung sinkt so unter Umstanden massiv ab. Solche Zustdande kénnen entweder durch
kirzliche Hybridisierung oder durch Introgression eines Allels durch Hybridisierung in der
Vergangenheit verursacht werden. Oder aber es handelt sich um urspriingliche allelische
Variation (ancient alleles). Die ursprungliche Allelvariation einer Klade entspricht der

allelischen Variation innerhalb der letzten gemeinsamen Vorfahren derselben. Sie erklart das

56



Material und Methoden

Vorhandensein einzelner Allele in verschiedenen Arten, selbst wenn diese genetisch isoliert
sind. Verlieren verschiedene abgeleitete Linien durch genetische Flaschenhalse und Gendrift
namlich unterschiedliche Teile des urspringlichen Genpools, so wirken die Arten dieser
Linien genetisch durchmischt, obwohl sie moglicherweise reproduktiv isoliert voneinander
sind. Somit entspricht die Evolution der Allele eines Gens nicht unbedingt der Evolution der
sie fuhrenden Arten. Eine aus nuklearen Sequenzen berechnete Phylogenie zeigt in erster
Linie immer den Stammbaum der Allele, den Genbaum (gene tree). Wie dieser mit der
Phylogenie der beteiligten Organismen (species tree) zusammenhangt, muss immer

individuell betrachtet werden (z. B. Rosenberg & Nordborg 2002).

Fir das Sequenzalignment von phyC wurden verschiedene Methoden angewendet, um die
Auflésung der Phylogenie zu optimieren und den Einfluss der Heterozygotie zu evaluieren.
Zu diesem Zweck wurde die Software SeqSplitter 1.0 entwickelt, die das originale Alignment
statistisch auswertet und modifiziert (die Spezifikationen sind Anhang 4 zu entnehmen).
Einerseits wurden Positionen im Alignment geloscht, die in mehr als einer bestimmten
Zahl np.s von Sequenzen Unsicherheiten enthielten. Fiir verschiedene Werte von npes (0, 1, 2,
5, 10) wurden mit den so modifizierten Datensatzen Bayes'sche Analysen (2.3.6)
durchgefiihrt. Andererseits wurden Sequenzen geléscht, die an mehr als einer bestimmten
Zahl nsq an Positionen Unsicherheiten aufwiesen. Fur unterschiedliche neq (0, 1, 3, 5, 7, 10)
wurden ebenfalls Bayes'sche Analysen gerechnet. In einem dritten Ansatz wurden alle
Sequenzen von Dyckia und Encholirium mit ne,<1 eindeutig in zwei Allele aufgeteilt. Diese
waren flr ns«,=0 jeweils paarweise identisch, fur ns,=1 unterschieden sie sich in einer
Position und waren daher eindeutig identifizierbar. In einer weiteren Modifikation wurden
schlief3lich Alignmentpositionen, die fur exakt eine Probe heterozygot und fur alle anderen

uniform waren, manuell als nicht heterozygot gewertet. Dieses Vorgehen erhdhte die Anzahl

an Sequenzen, die das Kriterium nseqS1 erfillten. Es erscheint dadurch gerechtfertigt,dass

autapomorphe Merkmalsanderungen die interne Topologie eines Baumes generell nicht
beeinflussen. Auch fir die beiden letztgenannten Modifikationen wurden Bayes'sche
Analysen durchgeflhrt.

Allen diesen Vorgehensweisen lag die Bestrebung zugrunde, auch ohne eine vorherige
Klonierung eine mdoglichst hohe Zahl der untersuchten Akzessionen fur die Erstellung des

Genbaums verwenden zu konnen.

2.3.3 Distanzanalysen, Bootstrap- und Jackknife-Verfahren

Distanzanalysen sind unkomplizierte und schnelle Methoden zur Erstellung phylogenetischer

Baume. Im einfachsten Fall werden p-Distanzen, also prozentuale Sequenzunterschiede
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zwischen jeweils zwei Sequenzen verwendet. Es gibt aber auch aufwandigere Algorithmen,
die die unterschiedlichen Wahrscheinlichkeiten des Auftretens verschiedener Mutationstypen
in die Distanzberechnung mit einbeziehen (Knoop & Miller 2009). Alle Sequenzen des
Datensatzes werden paarweise miteinander verglichen und in eine so genannte
Distanzmatrix Uberfihrt. Nun werden die beiden ahnlichsten Sequenzen als
Konsensussequenz zusammengefasst und eine neue Distanzmatrix mit dieser und den
verbliebenen ungruppierten Sequenzen berechnet. Dieser Schritt wird wiederholt, bis alle
Sequenzen in einem einzigen Cluster zusammengefasst sind. Das am haufigsten
verwendete Clustering-Verfahren ist der Neighbour Joining-Algorithmus (NJ, Saitou & Nei
1987).

Unter den Verfahren, Verzweigungen innerhalb von Phylogenien auf ihre Stabilitat hin zu
Uberprifen, ist die Bootstrap-Analyse (BS, Felsenstein 1985) sicherlich die bekannteste. Fur
diese Methode kommt derselbe Algorithmus wie in der Einzelanalyse zum Einsatz, aber der
Datensatz wird modifiziert. Beim Bootstrapping wird bei der Erstellung eines modifizierten
Datensatzes n mal eine zufallige Spalte aus einem n Basen langen Original-Alignment
gezogen (,Ziehen mit Zurlcklegen®). AnschlieRend wird mit dem modifizierten Datensatz
eine phylogenetische Rekonstruktion durchgefiihrt. Dieses Vorgehen wird in mehreren
Replikaten wiederholt. Fir jeden Knoten der originalen Phylogenie wird dann Gberprift, in
welchem Prozentsatz der erhaltenen Bootstrap-Baume er vorkommt. Dieser Prozentsatz
heilt Bootstrap-Wert und stellt ein Mal fir die statistische Absicherung einer einzelnen
Verzweigung auf der Grundlage des verwendeten Datensatzes dar. Das Jackknife-Verfahren
(JK) ist sehr ahnlich, hier werden die modifizierten Datensatze aber durch ,Ziehen ohne
Zuricklegen® generiert. Praktisch wird dazu einfach ein gewisser Anteil an
Alignmentpositionen geldscht. Bei den in dieser Arbeit durchgeflihrten Jackknife-Analysen
wurde fur jedes Replikat die Halfte des Datensatzes verworfen. Fur beide Verfahren gelten

Werte unter 50% als nicht gesicherte Knoten und werden haufig nicht angegeben.

In der vorliegenden Arbeit wurden Neighbour Joining-Analysen mit dem Computerprogramm
PAUP* 4.0 Beta 10 (Swofford 2003) durchgefiihrt. Es wurden jeweils unkorrigierte
p-Distanzen verwendet. Aulierdem wurden eine Bootstrap- und eine Jackknife-Analyse mit
jeweils 10.000 Replikaten und den gleichen Einstellungen wie in der Einzelberechnung

vorgenommen.

2.3.4 Parsimonieanalyse, Abschatzung von Homoplasie

Das der Parsimonieanalyse (maximum parsimony, MP, Edwards & Cavalli-Sforza 1963a)

zugrunde liegende Optimalitatskriterium ist das Sparsamkeitsprinzip, auch Ockhams
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Rasiermesser genannt. Demnach ist die einfachste Erklarung fir ein Phanomen in der Regel
auch als die wahrscheinlichste anzusehen. Ubertragen auf phylogenetische Baume bedeutet
dies, dass derjenige Baum als der wahrscheinlichste gelten kann, der mit den wenigsten
evolutiven Schritte den gegebenen Datensatz erklaren kann, also am sparsamsten ist. Bei
der in der Phylogenetik meistens verwendeten Fitch-Parsimonie entspricht ein evolutiver
Schritt der Umwandlung von einem Nukleotid in ein anderes ohne Zwischenstufen. Alle

denkbaren Ubergénge zwischen den vier Basen werden gleich bewertet (Fitch 1971).

Theoretisch missen alle denkbaren Baume erstellt und hinsichtlich ihrer Lange bewertet
werden. Da mit steigender Zahl von Taxa n die Zahl der denkbaren Baume mit (2n-3)!!
rasant ansteigt, ist eine erschépfende Baumsuche auch mit leistungsstarken Computern nur
fur sehr kleine Datensatze mdglich. In der Praxis werden daher heuristische Baumsuchen
durchgefuhrt, die ebenfalls eine Vielzahl an verschiedenen Baumen liefern. Wahrend der
Suche werden aber wenig versprechende Pfade der Baumsuche friihzeitig abgebrochen,
was viel Zeit erspart. Fur gewohnlich liefert eine Parsimonieanalyse nicht nur einen
kirzesten Baum, sondern mitunter sehr viele verschiedene. Diese konnen durch
Konsensbildung zusammengefasst werden. Der Strict-Konsensusbaum enthalt nur
diejenigen Verzweigungen, die in allen gefundenen kirzesten Baumen enthalten sind. Im
50%-Majority Rule-Konsensusbaum sind alle Verzweigungen enthalten, die in mindestens

der Halfte der Einzelbdume vorkommen (Knoop & Miiller 2009).

Ein grundlegendes Problem bei allen phylogenetischen Analysen stellt Homoplasie dar.
Darunter versteht man das Auftreten von identischen Merkmalszustdnden, etwa
Basenpositionen in einer DNA-Sequenz, das nicht auf eine gemeinsame Herkunft
zurtickzufiihren ist, sondern zweimal oder mehrfach unabhangig entstanden ist. Homoplasie
suggeriert demnach genetische Verwandtschaft, wo keine ist. Fur Parsimonieanalysen
lassen sich diverse Indizes zur Abschatzung des Anteils an Homoplasie im Datensatz
berechnen. Eine einfache Mafizahl hierfur ist der Konsistenzindex (ensemble consistency
index, Cl). Er berechnet sich als Summe der theoretisch minimal méglichen Schrittzahlen
aller Merkmale auf einem Baum, geteilt durch die Summe der tatsachlich beobachteten
Schrittzahlen aller Merkmale. Ein von Homoplasie freier Datensatz hatte einen Cl von eins.
Direkt aus dem CI folgt der Homoplasieindex (homoplasy index, HI), er berechnet sich als
eins minus dem CIl. Problematisch bei diesen Indizes ist die mangelnde Vergleichbarkeit
zwischen unterschiedlichen Datensatzen (vgl. Knoop & Muller 2009). Verbessert ist diese
beim Retentionsindex (retention index, RI). Auch hier steht ein Wert von eins fir einen von
Homoplasie freien Datensatz. Der rescaled consistency index (RC) berechnet sich
schlieBlich als Produkt von Cl und RI.
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Fir die Parsimonieanalysen wurde die Software PAUP* 4.0 Beta 10 (Swofford 2003)
verwendet. Es wurden jeweils heuristische Baumsuchen durchgefihrt. Durch schrittweises
Hinzufligen von Sequenzen in zuféalliger Reihenfolge (stepwise addition) wurden in 1.000
Replikaten Startbdume generiert. Ausgehend von jedem dieser Baume wurde durch den
Austausch von Asten (branch swapping) eine Vielzahl an Biumen generiert. Mittels des
TBR-Algorithmus (tree bisection and reconnection) mit steepest-descent-Modifikation wurden
diese Baume dann rearrangiert. Nach allen Analysen wurden jeweils der Strict- und der 50%
Majority Rule-Konsensusbaum generiert. Weiterhin wurden die vier verfiigbaren Indizes (Cl,
HI, Rl und RC) zur Abschatzung von Homoplasie berechnet. Ferner wurden jeweils eine
Bootstrap- und eine Jackknife-Analyse mit 1.000 Replikaten durchgefiihrt. Um die
Rechenzeit zu verringern, wurde die maximale Zahl pro Replikat gespeicherter Baume auf
100 begrenzt und es wurden pro Replikat nur 10 Startbdume generiert. Ansonsten wurden
die gleichen Einstellungen wie in der einfachen Analyse verwendet. In den Jackknife-

Analysen wurden in jedem Replikat 50% der Merkmale geldscht.

2.3.5 Maximum Likelihood-Analyse und Substitutionsmodelle

Das der Maximum Likelihood (ML, Edwards & Cavalli-Sforza 1963b) zugrunde liegende
Optimalitatskriterium ist das der hdchsten Wahrscheinlichkeit eines Datensatzes angesichts
eines phylogenetischen Baumes (Likelihood). Gesucht wird demnach der phylogenetische
Baum, fur den die zugrunde liegende Hypothese zur Evolution mit der groften
Wahrscheinlichkeit zu dem beobachteten Datensatz gefiihrt hatte. Dafir wird analog zur
Parsimonieanalyse eine heuristische Baumsuche durchgefiihrt. Fir jeden resultierenden
Baum oder Teilbaum wird die Wahrscheinlichkeit berechnet, mit der der gegebene Datensatz
aus der Topologie und den Astlangen des jeweiligen Baumes hervorgegangen ist
(z. B. Knoop & Miiller 2009).

Diesen Berechnungen wird ein Substitutionsmodell zugrunde gelegt. Solche Modelle
enthalten Annahmen, auf welche Art und Weise DNA-Sequenzen evolvieren. Ein haufig
verwendetes Modell ist das sehr komplexe und damit auch sehr allgemeine GTR-Modell
(general time reversible Tavaré 1986). Es erlaubt fur alle Basenlbergange eine individuelle
Substitutionsrate und bertcksichtigt die unterschiedlichen Frequenzen, mit denen bestimmte
Basen im Alignment auftauchen. Haufig findet eine Kombination mit der Berucksichtigung
invarianter Alignmentpositionen statt (GTR+l). Ferner koénnen fir unterschiedliche
Alignmentpositionen unterschiedliche Substitutionsraten angenommen werden (z. B. GTR+G
oder GTR+CAT, siehe unten). Ein weiteres in dieser Arbeit verwendetes Modell ist das

weniger komplexe HKY-Modell (Hasegawa et al. 1985). Hier werden ebenfalls

60



Material und Methoden

unterschiedliche Basenfrequenzen bertcksichtigt, bei den Basenubergangen werden aber

nur Transitionen und Transversionen unterschieden.

Far eine Analyse sollte aus der Vielzahl existierender Modelle stets jenes ausgewahlt
werden, welches mit der geringsten Zahl an Parametern auskommt und dabei trotzdem eine
optimale Anpassungsgite an den Datensatz liefert. Zu diesem Zweck werden vor den
eigentlichen Analysen unterschiedliche Modelle auf einen Datensatz angewendet und die
Ergebnisse verglichen. Die Anzahl verwendeter Parameter wird jeweils als Strafterm mit der
Anpassungsgute zu einem so genannten Informationskriterium kombiniert. Aus der Menge
getesteter Modelle wird dann das mit dem hochsten Wert des Informationskriteriums
ausgewahlt. Praktisch werden also solche Modelle bevorzugt, die einen optimalen
Kompromiss aus hoher Anpassungsgute und niedriger Zahl an Parametern bieten. Das
dlteste und heute trotzdem noch regelmaRig verwendete Kriterium ist Akaikes
Informationskriterium (AIC, Akaike 1973).

Eine Phylogenierekonstruktion mittels des ML-Kriterium wurde mit der Software RAXML 7.2.6
durchgefuhrt (Stamatakis 2006b). Als Substitutionsmodell diente hier GTR+CAT (Stamatakis
2006a). Bei vielen Modellen wird eine Gamma-Verteilung der Substitutionsraten Uber die
einzelnen Alignmentpositionen angenommen (z. B. GTR+G). Bei GTR+CAT (CAT fur
categorized) werden stattdessen einige wenige Kategorien von Positionen definiert, deren
Substitutionsraten sich jeweils in gewissen Schranken bewegen. Diese Kategorien werden
wahrend der Laufzeit des Programms standig angepasst. Die Verwendung von GTR+CAT
stellt eine enorme Ersparnis an Rechenaufwand und vielfache Beschleunigung der Analysen
dar. Ebenfalls mit RAXML 7.2.6 wurde jeweils eine schnelle Bootstrap-Analyse (rapid RAXML
bootstrapping Stamatakis et al. 2008) mit 1.000 Wiederholungen durchgefihrt.

2.3.6 Bayes'sche Analyse

Bei einer ML-Analyse wird nach demjenigen einzigen Baum gesucht, der unter a priori zu
definierenden Bedingungen wie dem Substitutionsmodell einen gegebenen Datensatz am
wahrscheinlichsten reflektiert. Phylogenetische Analysen mittels Bayes'scher Statistik
(Bayesian inference, Bl) verfolgen einen anderen Ansatz. Statt nach einem simplen Baum
wird hier nach einem optimalen Satz an Parametern gesucht, welcher neben Topologie und
Astlangen weitere Grolen wie Substitutionsparameter enthalt. Aus einer grof3en Zahl an
Parameterkombinationen, die einer so genannten Posterioriwahrscheinlichkeitsverteilung um
die optimale Kombination folgen, wird eine hinreichend grof3e Stichprobe gezogen. Aus
dieser lassen sich dann nicht nur ein phylogenetischer Konsensusbaum, sondern auch die

Mittelwerte der anderen Parameter ableiten, etwa der Substitutionsraten. Weiterhin kann
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auch das Glaubwirdigkeitsintervall (credibility interval) jeder dieser GréRRen errechnet
werden. Eine vollstandige Simulation der besagten Wahrscheinlichkeitsverteilung wirde die
Evaluierung aller moglichen Baume nétig machen. Da dies fir reale Datensatze rechnerisch
nicht I6sbar ist, werden die Stichproben durch so genannte Markov-Ketten (Markov Chain
Monte Carlo, MCMC) generiert.

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Programm MrBayes 3.2.1 (Huelsenbeck &
Ronquist 2001) verwendet eine Variante der MCMC, die als Metropolis-Hastings-Green-
Algorithmus bezeichnet wird. Ausgehend von einem Startzustand, beispielsweise einem
zufallig generierten Baum mit zufalligen Astlangen und zufélligen Substitutionsparametern,
wird in jeder Iteration der jeweils aktuelle Satz an Parametern leicht modifiziert. Dann werden
die Posterioriwahrscheinlichkeiten des urspriinglichen und des neuen Zustandes miteinander
verglichen. Besitzt der neue Zustand dieselbe oder eine héhere Posterioriwahrscheinlichkeit
als der alte, wird er angenommen. Ist jedoch die Posterioriwahrscheinlichkeit des alten
Satzes an Parametern hoher, wird der neue Zustand nur mit einer bestimmten
Wahrscheinlichkeit akzeptiert, welche umso kleiner ist, je mehr sich die
Posterioriwahrscheinlichkeiten beider Zustédnde unterscheiden. In die Evaluierung jedes
Zustandes fliel3t auch die jeweilige Likelihood des aktuellen Baumes ein (vgl. 2.3.5), deren
Berechnung einen Grofteil der insgesamt benétigten Rechenzeit ausmacht (Knoop & Miiller
2009). Da es sich um einen Selbstoptimierungsprozess handelt, sollten sich die Zustande
der Markov-Kette von einem beliebigen Startzustand ausgehend dem optimalen Zustand
annahern und dann um diesen pendeln. Die Kette befindet sich dann in der stationaren
Phase. Werden dann nach Beendigung der Analyse die Mittelwerte und Konfidenzintervalle
der Baume und Parameter berechnet, so sollte der Teil der Stichprobe verworfen werden,
welcher vor Erreichen der stationaren Phase gezogen wurde. Diese Phase wird als Burn-in

bezeichnet.

Als problematisch wirkt sich wie bei anderen Analysemethoden das mdgliche Vorhandensein
lokaler Optima aus, welche nicht dem globalen Optimum entsprechen. Wenn der Umfang an
Modifikationen, die in jeder lteration durchgefihrt werden, zu gering ist, um das lokale
Optimum zu verlassen, ist die Markov-Kette gefangen. Dem begegnet MrBayes durch die
Verwendung parallel laufender Ketten (Metropolis-coupled Markov Chain Monte Carlo, MC?).
Jeweils eine  dieser Ketten (heated chain) erhalt kinstlich erhdhte
Posterioriwahrscheinlichkeiten fir ihre Baume, was die Variabilitdt ihrer Zustande stark
erhoht. Alle Ketten laufen unabhangig voneinander, gelegentlich tauscht aber die erhitzte

Kette ihre Identitdt mit einer der (brigen, was Springe in der
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Posterioriwahrscheinlichkeitsverteilung und damit das Verlassen Ilokaler Optima
gewabhrleistet (Knoop & Miiller 2009).

Mit dem Programm MrModeltest 2.3 (Nylander 2004) wurde fir jeden untersuchten Locus
unabhangig das optimale Substitutionsmodell unter Akaikes Informationskriterium gesucht.
Das kombinierte Alignment der plastidaren Loci wurde partitioniert (rp/32-trnL, matK Teil a,
rps16-trnK, rps16-Intron, petD-Intron und trnD-trnT) und fir jeden Locus das entsprechende
Substitutionsmodell definiert. Die Bayes'schen Analysen wurden mit der Software
MrBayes 3.2.1 (Huelsenbeck & Ronquist 2001) durchgefuhrt. Dafir wurden alle
Analyseparameter aul’er Topologie und Astlange entkoppelt, durften also zwischen den
verschiedenen Partitionen variieren. Pro Lauf wurden drei erhitzte Markov-Ketten (heated
chains) mit einem Heizparameter von 0,2 und eine kalte Kette (cold chain) initialisiert. Fir
jede Analyse wurden jeweils zwei unabhdngige Laufe mit je 2.500.000 Generationen
durchgefiihrt, deren Resultate anschlieRend kombiniert wurden. Die Analysen der einzelnen
plastidaren Loci, der cpSSR-Daten und des kombinierten Datensatzes aus plastidaren
Sequenzdaten und cpSSR-Daten erfolgten jeweils in zwei Laufen mit je 1.000.000
Generationen. Nach jeweils 100 Generationen wurden der aktuelle Baum mit Astlangen
sowie alle Analyseparameter gespeichert. Im Anschluss an den Lauf wurde ein Plot erstellt,
bei dem die Likelihoods der resultierenden Einzelbaume gegen die Generationsnummer
grafisch aufgetragen wurden (likelihood-by-generation plot), um den als Burn-in zu
verwerfenden Teil des Datensatzes zu evaluieren. Fir alle Analysen stellte sich ein Burn-in
von 10% als ausreichend heraus. Aus den verbleibenden Baumen wurde jeweils ein 50%-

Majority Rule-Konsensusbaum erstellt.

2.3.7 Datierte Phylogenien mit BEAST

Aus der Idee, dass sich DNA-Sequenzen im Laufe der Evolution mit konstanten
Substitutionsraten andern, wurde das Prinzip der strikten molekularen Uhr abgeleitet
(Zuckerkandl & Pauling 1962; Margoliash 1963). Unter Annahme einer solchen lassen sich
ultrametrische Baume mit Zeitskala, also Chronogramme erstellen. Durch Kalibrierung
anhand datierbarer Knoten, etwa durch Fossilien, lassen sich so Hypothesen zum zeitlichen
Ablauf der Evolution einer Organismengruppe aufstellen. Zwar gilt das Modell der strikten
Uhr heute als Uberholt, da eine Reihe von Faktoren erheblichen Einfluss auf die
Substitutionsraten haben und diese somit keineswegs konstant sind (vgl. Ayala 1999). Durch
unterschiedliche Methoden, welche Anderungen der Substitutionsraten berlcksichtigen, ist
dennoch eine Rekonstruktion des zeitlichen Ablaufs der Evolution moglich. Mittels NPRS
(nonparametric rate smoothing, Sanderson 1997) und PL (penalized likelihood, Sanderson

2002) kénnen bereits bestehende Phylogenien in ultrametrische Form Uberfihrt werden.
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Relativ jung ist der in der vorliegenden Arbeit verwendete Ansatz der Relaxed Phylogenetics
(Drummond et al. 2006; Drummond & Rambaut 2007). Bei dieser Methode werden die
Topologie des Chronogramms und die den Knoten zugeordneten Zeiten im gleichen

Vorgang mit Hilfe von Bayes'scher Statistik generiert.

Far den kombinierten Datensatz der Chloroplasten-Sequenzen wurde eine Analyse mit dem
Programmpaket BEAST 1.6.1 (Drummond & Rambaut 2007) durchgefihrt. Zunachst wurde
mit dem Programm BEAUTI die XML-Datei fur die Analyse in BEAST generiert. Als einziger
Kalibrationspunkt wurde das von Givnishetal. (2011) fur die Kronengruppe der
Pitcairnioideae ermittelte Alter von 11,8 Millionen Jahren mit einer Standardabweichung in
der Normalverteilung von +0,5 Millionen Jahren verwendet. Als Substitutionsmodell wurde
GTR+I+G mit empirisch determinierten Basenfrequenzen verwendet (vgl. 2.3.5). Fir die a-
priori-Wahrscheinlichkeiten des Baumes wurde als Speziationsmodell ein Yule-Prozess
angenommen, bei dem eine konstante Rate an Verzweigungen existiert, die pro Zeiteinheit
von einem Ast ausgehen. Die Analyse wurde unter Annahme logarithmisch normalverteilter,

unkorrelierter Substitutionsraten durchgefiihrt (Drummond et al. 2006).

Jede Analyse wurde viermal unabhangig mit jeweils 10.000.000 Generationen durchgeflhrt,
wobei jeder eintausendste Baum gespeichert wurde. Die Konvergenz der Einzelanalysen
und ihrer Parameter sowie die effektiven Stichprobengrdf3en aller Parameter wurden mit dem
Programm Tracer 1.5 (Rambaut & Drummond 2009) Uberprift. Fur jeden der jeweils vier
Laufe wurden die ersten 1.001 ermittelten Baume als Burn-in verworfen und die dbrigen mit
dem Programm LogCombiner 1.6.1 in einer Datei zusammengefasst. Aus diesen
Einzelbdumen wurde ein Konsensusbaum (maximum clade credibility tree) mit
TreeAnnotator 1.6.1 erstellt. Bei der Konsensbildung wurden die mittleren Knotenalter
(median node heights) verwendet und eine minimale Posterioriwahrscheinlichkeit (posterior
probability limit) von 0,5 fir annotierte Kladen vorausgesetzt. In einer zweiten Analyse
wurden die Topologien der von BEAST generierten Baume zunachst mit PAUP* 4.0 Beta 10
(Swofford 2003) einem 50%-Majority Rule-Konsensusbaum verrechnet. Die von BEAST
ermittelten  Substitutionsraten und  mittleren  Knotenalter wurden dann mittels
TreeAnnotator 1.6.1 auf diesen Zielbaum projiziert. Die graphische Aufarbeitung erfolgte mit

dem Programm FigTree 1.3.1 (Rambaut 2006) und in manueller Nacharbeit.

2.3.8 Netzwerke

Bei phylogenetischen Baumen spiegelt die Darstellung mit unbesetzten internen Knoten die
Annahme wider, dass urspriingliche Sequenzvarianten (Haplotypen) extinkt sind. Rezente

Taxa stehen nur an den Endasten. Besitzt ein Endast die Lange null, steht das
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entsprechende Taxon zwar mit dem Knoten auf einer Hohe. Die Tatsache aber, dass dieses
Taxon einen plesiomorphen Haplotyp reprasentiert, ist durch die Darstellungsweise nicht klar
erkennbar. Bei der Darstellung als phylogenetisches Netzwerk wird direkt deutlich, wenn
ursprungliche Haplotypen in rezenten Taxa vorkommen. Insbesondere auf niedrigem
taxonomischem Niveau haben sich phylogenetische Netzwerke als gute Alternative zu
Baumen erwiesen. Fur intraspezifische und phylogeographische Untersuchungen ist die
Erstellung von Netzwerken auf Basis von Haplotypen haufig die erste Wahl (z. B. Avise
2000; Posada & Crandall 2001).

Ein solches Netzwerk besteht aus Kanten und Knoten. Jeder Knoten entspricht einem
Haplotyp und wird zumeist als Kreis dargestellt. Je zwei benachbarte Knoten sind durch eine
Kante verbunden, dargestellt als Linie. Jede Kante, die zwei Haplotypen verbindet, steht fir
exakt einen evolutiven Schritt. Unterscheiden sich zwei Haplotypen durch mehr als einen
Schritt und der fehlende Knoten kann nicht durch eine real gefundene Sequenzvariante
besetzt werden, so wird ein fehlender Haplotyp postuliert und meist durch einen kleineren
Kreis dargestellt. Enthalt der Datensatz Homoplasie, so gibt es zwischen manchen
Haplotypen alternative Verbindungen und es entstehen Maschen. Die Anzahl und die
Position solcher Maschen zeigen die Anwesenheit von Homoplasie direkt graphisch an.
Durch Annahme mehrfacher unabhangiger Substitutionen Iasst sich prinzipiell jeder Haplotyp
mit jedem anderen verbinden. Nimmt man aber die einfachste Erklarung fir den Datensatz
als die wahrscheinlichste an, so kdnnen die meisten Verknipfungen ausgeschlossen werden
(Parsimonieprinzip, vgl. auch 2.3.4). Gesucht wird das Netzwerk, welches alle beobachteten
Haplotypen enthalt und miteinander verbindet, dabei aber insgesamt moglichst wenige
Schritte und postulierte Haplotypen benétigt. Ein solches Netzwerk lasst sich mittels
statistischer Parsimonie finden, auf welcher das Programm TCS 1.2.1 (Clement et al. 2000)
berunt. Hier werden in Grenzen neben dem sparsamsten Netzwerk auch weniger
parsimonische Alternativen berlcksichtigt, um eine statistisch belastbare Hypothese

abzuschatzen (Templeton et al. 1992).

Eine Analyse mit TCS wurde fiir den kombinierten plastidaren Datensatz durchgefihrt. In die
Analyse wurden lediglich die Gattungen Dyckia und Encholirium, sowie Deuterocohnia
brevispicata (FKO071) und Deuterocohnia meziana (FK0073) eingeschlossen. Liicken im
Alignment wurden als fehlende Information gewertet. Verbindungen zwischen Haplotypen
wurden nur bis zu einer bestimmten Zahl an einzufligenden fehlenden Haplotypen und
Substitutionen erstellt. Die Grenze hierfir wurde so hoch gelegt, wie durch das
Parsimoniekriterium gerade noch gerechtfertigt ist (calculate 95% connection limit, siehe

auch Templeton et al. 1992).
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3 Ergebnisse

3.1 DNA-Isolation

Die verwendete Variante der DNA-Isolationsmethode von Tel-Zur et al. (1999) lieferte gute
Ergebnisse fur alle Proben. In allen Fallen zeigte sich eine deutliche Bande im
hochmolekularen Bereich und nur wenig niedermolekularer Schmier. Durch den Vergleich
mit DNA aus dem Phagen A wurden Konzentrationen von unter 5 ng/ul bis tGber 100 ng/pl
ermittelt. Die entspricht einer Ausbeute von unter 0,5 pg bis Uber 10 ug DNA pro Isolation.

Eine Zusammenstellung der Gelbilder aller isolierten Proben findet sich in Anhang 5.

Fir die von Kooperationspartnern nach der klassischen CTAB-Methode isolierte DNA wurde
zumeist ein hoherer Anteil an niedermolekularen Anteilen in den Proben beobachtet. Die
gewonnene Menge an DNA war dabei in einigen Fallen so gering, dass sie nicht mehr durch
Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen und quantifiziert werden konnte. Insbesondere
die Amplifikation von phyC erwies sich fir einige dieser Proben als problematisch
(vgl. 3.3.1). Beispiele fir von Kooperationspartnern isolierte DNA auf Agarose finden sich

ebenfalls in Anhang 5.

3.2 Sequenzierung plastidarer Loci

3.2.1 Charakterisierung verschiedener plastidare Loci

Zu Beginn der Untersuchungen wurde die Amplifizierbarkeit und Sequenzierbarkeit sowie die
Sequenzvariation an zahlreichen plastidaren Loci innerhalb eines kleinen Testsets von acht
Dyckia-Akzessionen bestimmt (zum Testset vgl. 2.1 und Tabelle 1, zu den verwendeten Loci
vgl. Tabelle 2). Fir 16 Loci konnten lesbare Sequenzen generiert werden, deren Variabilitat
im Testset in Abbildung 15 zusammengestellt ist. Auf Basis dieser Pilotexperimente wurden
sechs Loci fur die phylogenetischen Untersuchungen ausgewahlt, namlich rpl/32-trnL,
rps16-trnK, matK Teil a, rps16-Intron, petD-Intron und trnD-trnT (jeweils dunkelgrin markiert
in Abbildung 14). Fir diese sechs Loci wurden fur 124 Akzessionen Sequenzdaten erzeugt
und einem multiplen Alignment unterworfen. Wesentliche Eigenschaften der Alignments sind
in Tabelle 9 zusammengestellt, ein beispielhafter Ausschnitt ist in Abbildung 16 gezeigt. Fur
jeden einzelnen Locus wurde eine separate Bayes'sche Analyse durchgefiihrt, um das
jeweilige Auflésungsvermogen zu evaluieren (Abbildung 17, Anhang 13-18). Im Folgenden

wird auf die einzelnen Loci detailliert eingegangen.
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Abbildung 15: Sequenzvariabilitdt verschiedener plastidéarer Loci innerhalb von acht Arten von Dyckia

In den Vergleich einbezogen wurden jeweils Sequenzen aller acht Proben des Testsets TS2, mit Ausnahme von
psbJ-petA, wo die Sequenzierung fur zwei Proben nicht funktionierte. Die farbigen Balken auf der linken Seite
geben die absolute Zahl an beobachteten Merkmalsanderungen an. Die Farben entsprechen den Farben der
Legende auf der rechten Seite und zeigen an, welche Art von Mutationen der Merkmalsanderung zugrunde lagen.
Die grauen Balken auf der rechten Seite geben die Variabilitdt als prozentualen Anteil von Merkmalséanderungen
an, bezogen auf die Gesamtlange des sequenzierten Abschnitts im Alignment.

rpl32-trnlL

Die fur den in zwei Teilen amplifizierten Locus rp/32-trnL gewonnenen Sequenzen lielten
sich in allen Fallen gut auswerten. Die assemblierten Sequenzen wiesen Langen von
860-952 bp auf (929-952 bp innerhalb von Dyckia, Tabelle 9). Innerhalb von Dyckia wurden
drei variable SSRs (Ts7, Tes und Ag1o) gefunden. Ferner wurde eine Region von sechs
Nukleotiden Lange identifiziert, welche offenbar mehrfach unabhangig invertiert wurde. So
finden sich in allen sechs untersuchten Gattungen jeweils zwei Versionen dieses Bereiches.
Die invertierte Region wurde aus den nachfolgenden Berechnungen und aus dem Alignment
ausgeschlossen.

Uber den vollen Datensatz und das gesamte Alignment von 1.002 Positionen Lange hinweg
betrug die Variabilitdt von rpl32-trnL 12,4% (2,6% innerhalb von Dyckia). Die aus einer
Bayes'schen Analyse dieses Locus resultierende Phylogenie zeigte wenig Auflésung
innerhalb von Dyckia, keine groRere Klade wurde gefunden. Allerdings konnten 12 sehr gut
gestutzte Verzweigungen und zwei frih abzweigende Linien identifiziert werden (Abbildung
17 und Anhang 13).
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Name 1 9?0 19‘55 2185 2190
Dyckia estevesii (FKOOO1)

Dycki, braunii nom, . nud. (FKDD04)

i (FKDDOS)
na (FKODOE)
nsis (FKDOOT)
Dyckia micracalyx var. indet, (FKO008)
Dyckia brevifalia (aff.) (FKDD10)
ar indet. (FKOO11)

FKOD14)
ar.indet. (FKOO15)
chya (aff) (FKOD18)
(aft) (FKOD1T)

i var. mamierlapostollei (FKOO28)
i var. estevesii (FKOD30)

i (FKDD33)
28 Dyeckia leptostashya (aff) (FKOD35)

28 Dyckia ligantha var. oligantha (FKO038)
30 Dyckia hebdingii (FKOD38)

31 Dyckia rariflora (FKDO38)

3
3
3
3
3
3
3

37 Dyckia cinerea (FKOO4T)
38 Dyckia spec. (FKD049)

30 Dyckia reitzii (aff) (FKDDSO)

40 Dyckia microcalyx (ef.) (FKOO51)
41 Dyckia floribunda (FKD0S2)

42 Dyckia leptostachya (FKOD53)

]
]
]
]
]
]
[]
i o
LB
i o

Abbildung 16: Ausschnitt aus dem Alignment fiir den Locus rps16-trnK

Gezeigt sind zwei Bereiche des Locus rps16-frnK, die jeweils einen besonders variablen Mikrosatelliten (cpSSR)
enthalten. Der auf der linken Seite gezeigte SSR liegt in Teil a des Locus, der auf der rechten Seite gezeigte in
Teil b. Die angegebenen Alignmentpositionen beziehen sich auf den kombinierten Datensatz aus allen sechs
plastidaren Loci.

ps16-trnK

Die fur den in drei Teilen amplifizierten Locus rps16-trnK gewonnenen Sequenzen lielden
sich in allen Fallen auswerten. Die assemblierten Sequenzen wiesen Langen von
848-861 bp auf (830-861 bp innerhalb von Dyckia, Tabelle 9). Innerhalb von Dyckia wurden
zwei hoch variable SSRs von teilweise betrachtlicher Lange (Asziund Te+s) gefunden. Ein
Ausschnitt des Alignments mit den betreffenden Regionen ist in Abbildung 16 gezeigt.
Jeweils eine der beiden SSR-Regionen befand sich in den Teilen a und b des Locus.
Insbesondere bei Proben mit langen SSRs nahm die Sequenzqualitdt an diesen Bereichen
jeweils abrupt ab. Durch die kurzen Fragmentlangen (Teil a: 236 bp, Teil b: 226 bp, Teil c:
486 bp, jeweils ohne Primer-Anteil im gesamten Alignment) und die bidirektionale
Sequenzierung konnte jedoch in allen Fallen eine zuverladssige und eindeutige Sequenz

gelesen werden.

Uber den vollen Datensatz und das gesamte Alignment von 896 Positionen Lange hinweg
betrug die Variabilitdt von rps16-trnK 13,3% (3,7% innerhalb von Dyckia). Die aus einer
Bayes'schen Analyse dieses Locus resultierende Phylogenie zeigte eine moderate Auflésung
innerhalb von Dyckia. Zwei groRere Kladen und 11 weitere Verzweigungen wurden

identifiziert, dazu zwei frih abzweigende Linien (Abbildung 17 und Anhang 14).
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Abbildung 17: Bayes'sche Analyse der Einzel-Alignments der sechs sequenzierten plastididren Loci
Gezeigt ist jeweils der 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus einer Analyse mit MrBayes 3.2.1. Die Analysen
wurden in zwei unabhangigen Laufen mit je 1.000.000 Generationen durchgefihrt. Von den resultierenden
Baumen wurden je 10% als Burn-in verworfen. Uber den Asten finden sich die Posterioriwahrscheinlichkeiten. Die
Astlangen reprasentieren die erwartete Zahl an Substitutionen, entsprechend der MaRstabsleiste unter dem
jeweiligen Baum. Graue Flachen markieren Akzessionen von Dyckia. Pfeile markieren Linien von Encholirium, die
im Baum eine Position innerhalb von Dyckia einnehmen.
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matK Teil a

Die fur matK Teil a gewonnenen Sequenzen liel3en sich in allen Fallen gut auswerten. Es
wurden Fragmentlangen von 775-796 bp beobachtet (konstant 786 bp innerhalb von Dyckia).

Innerhalb von Dyckia wurden keinerlei Indels oder SSRs an diesem Locus gefunden.

Uber den vollen Datensatz und das gesamte Alignment von 803 Positionen Lénge hinweg
betrug die Variabilitat von matK Teil a 9,2% (2,0% innerhalb von Dyckia). Die aus einer
Bayes'schen Analyse dieses Locus resultierende Phylogenie zeigte eine sehr geringe
Aufldsung innerhalb von Dyckia. Lediglich eine groflere Klade und vier weitere

Verzweigungen wurden identifiziert (Abbildung 17 und Anhang 15).

Die Teile bund c von matK lieRen sich ebenfalls sehr gut sequenzieren und auswerten.
Wegen des Mangels an Variabilitdt innerhalb des Testsets von acht Dyckia-Akzessionen

wurden diese Bereiche aber nicht weiter verwendet (vgl. Abbildung 15).

rps16-Intron
Die fur den Locus rps16-Intron gewonnenen Sequenzen lieRen sich in allen Fallen gut
auswerten. Es wurden Fragmentlangen von 810-884 bp (842-884 bp innerhalb von Dyckia,

Tabelle 9) beobachtet. Innerhalb von Dyckia wurde ein variabler SSR (G-.s) identifiziert.

Uber den vollen Datensatz und das gesamte Alignment von 976 Positionen Lange hinweg
betrug die Variabilitdt des Locus rps16-Intron 9,4% (2,0% innerhalb von Dyckia). Die aus
einer Bayes'schen Analyse dieses Locus resultierende Phylogenie zeigte acht kleine Kladen
mit Akzessionen von Dyckia. Encholirium und Deuterocohnia sind hier nicht von Dyckia
getrennt (Abbildung 17 und Anhang 16). Einige Akzessionen von Encholirium stehen in
abgeleiteter Position zwischen Vertretern von Dyckia (in Abbildung 17 durch Pfeile

gekennzeichnet), beide Gattungen sind damit paraphyletisch.

petD-Intron

Die flr den Locus petD-Intron gewonnenen Sequenzen liefien sich in allen Fallen gut
auswerten, einen einzelnen Ausfall gab es fiir die Probe von Puya fuertesii. Hier waren trotz
Wiederholungen auch der PCR jeweils nur kurze Sticke in jede Richtung lesbar, danach
wurde die Qualitat schlagartig schlecht. Es wurden Fragmentlangen von 703-767 bp (719 bp
innerhalb von Dyckia, Tabelle 9) beobachtet. Innerhalb von Dyckia wurden keinerlei Indels

oder SSRs an diesem Locus gefunden.

Uber den vollen Datensatz und das gesamte Alignment von 788 Positionen Lange hinweg

betrug die Variabilitdt des Locus petD-Intron 9,6% (0,9% innerhalb von Dyckia). Die aus
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einer Bayes'schen Analyse dieses Locus resultierende Phylogenie zeigte eine sehr geringe
Auflésung innerhalb von Dyckia (Abbildung 17 und Anhang 17). Lediglich eine gréRere Klade
und funf weitere Verzweigungen wurden identifiziert. Alle Akzessionen von Dyckia und die
meisten Akzessionen von Encholirium stehen in einer gemeinsamen unaufgelosten

Polytomie.

trnD-trnT

Die fur den Locus trnD-trnT gewonnenen Sequenzen lieRen sich in den meisten Fallen gut
auswerten. Fir einige Proben der Gattungen Fosterella, Pitcairnia und Puya war der
sequenzierte Bereich jedoch infolge von Insertionen deutlich langer als bei den Ubrigen
Proben. Die Sequenzqualitdt im Bereich der Uberlappung von Vorwérts- und Rickwarts-
Sequenz war hier gerade noch ausreichend. Es wurden Fragmentlangen von 845-1.376 bp
(845-907 bp innerhalb von Dyckia, Tabelle 9) beobachtet. Innerhalb von Dyckia wurde ein

sehr variabler SSR (Ts.17) identifiziert.

Uber den vollen Datensatz und das gesamte Alignment von 1.538 Positionen Lange hinweg
betrug die Variabilitat von trnD-trnT 8,3% (1,1% innerhalb von Dyckia). Die aus einer
Bayes'schen Analyse dieses Locus resultierende Phylogenie zeigte eine sehr geringe
Auflésung innerhalb von Dyckia. Lediglich sechs Verzweigungen wurden hier identifiziert
(Abbildung 17 und Anhang 18).

Sonstige verwendete plastidére Loci

Keine Amplifikate lieferte die PCR der Loci nhdF-rpl32, psbA-trnH und rpoB-trnC. Einige
Ausfalle und generell schwache PCR-Banden wurden fir ndhF Teil b beobachtet. Die
Amplifikation der Loci trnQ-5'rps16, trnS-trnG und 3'trnV-ndhC resultierte in multiplen
Banden auf dem Agarosegel. Fir die intergenischen Bereiche atpB-rbcl, psbB-psbH,
psbD-trnT, psbJ-petA, trnS-ycf3 und trnL-trnF, die exonischen Bereiche ndhF Teil a und rbcL
sowie die intronischen Bereiche atpF-Intron, ndhA-Intron und petB-Intron zeigte sich nach
der PCR jeweils eine diskrete Einzelbande auf dem Agarosegel. Die Sequenzierung der

Fragmente fiir psbB-psbH und trnL-trnF lieferte jedoch keine auswertbaren Sequenzen.

Fir psbD-trnT konnten jeweils Teile der Vorwarts- und Rickwarts-Sequenzen gelesen
werden (maximal 518 bp und 587 bp Lange), die schlechte Qualitat erlaubte es aber nicht,
den uberlappenden Bereich zu rekonstruieren. Das Alignment der Fragmente an das
Plastom von Typha latifolia wies eine Licke von mindestens 48 bp zwischen den beiden

Fragmenten auf.
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Fir psbJ-petA waren ebenfalls nur Teile der Vorwarts- und Rickwarts-Sequenzen lesbar
(maximal 483 bp und 327 bp Lange), die ebenfalls nicht assembliert werden konnten. Das
Alignment der Fragmente an das Plastom von Typha latifolia wies eine Licke von

mindestens 320 bp zwischen den beiden Fragmenten auf.

Fir die intergenischen Bereiche afpB-rbcL und trnS-ycf3, die exonischen Bereiche
ndhF Teil a und rbcL und die intronischen Bereiche atpF-Intron, ndhA-Intron und petB-Intron
konnten jeweils Sequenzen fur alle acht Proben des Testsets gewonnen werden. Eine
Ubersicht der beobachteten Variabilitéat dieser Loci findet sich in Abbildung 15.

3.2.2 Phylogenetische Untersuchungen

Eigenschaften des kombinierten Alignments sechs plasdtidérer Loci

Das kombinierte Alignment sechs plastidarer Loci zeigte eine Lange von 6.009 Positionen
(Tabelle 9). Ein offenbar haufig invertierender Bereich von 6 bp Lange im Locus rp/32-trnL
wurde aus den Analysen ausgeschlossen (siehe auch 3.2.1). Von den verbliebenen 6.003
Positionen waren 10,2% variabel (2,0% innerhalb von Dyckia). Insgesamt 293 Positionen
erwiesen sich als parsimonie-informativ (61 innerhalb von Dyckia). Von insgesamt 76
identifizierten Indels (16 innerhalb von Dyckia) erwiesen sich nur funf als parsimonie-
informativ innerhalb von Dyckia. Von 22 gefundenen variablen SSRs (sieben innerhalb von
Dyckia) waren sechs parsimonie-informativ innerhalb von Dyckia. Aufgrund des geringen
Informationsgehaltes dieser wenigen Indels und des hohen Risikos von Homoplasie
insbesondere bei SSRs, wurden bei den phylogenetischen Analysen weder Indels noch
SSRs berucksichtigt (siehe auch 4.1.5).

Tabelle 9: Alignment-Statistiken

Gezeigt sind verschiedene Eigenschaften der Alignments von 124 Proben fiir unterschiedliche plastidare Loci,
den kombinierten plastidaren Datensatz (cp total) und phyC. Werte ohne Klammern beziehen sich auf die
enthaltenen Akzessionen von Dyckia, in Klammern sind jeweils die Werte fir den gesamten Datensatz
angegeben. Die angegebene Alignment-Lange bezieht sich jeweils auf das Alignment aller Proben. Fir den
Locus rpl32-trnL wurde eine 6 bp lange Inversion bei der Berechnung der Daten ausgeschlossen.

Locus Se_guenz- AIig_r_]ment- Merkmale Merl_(male l\/_IerkmaIe_ _Merkmal_e Indels variable

Langen Lange konstant variabel  uninformativ informativ SSRs
rpl32-trnL 923-946 (854-946) 1002 976 (878) 26 (124) 11 (62) 15(62) 3(10) 3(4)
rps16-trnK 848-861 (830-861) 896 863 (777) 33 (119) 15 (53) 18 (66) 6 (14) 2 (5)
matK 786 (775-796) 803 787 (729) 16 (74) 10 (38) 6 (36) 0(4) 0(1)
rps16-Intron 842-884 (810-884) 976 956 (884) 20 (92) 10 (50) 10 (42) 4 (18) 1(4)
petD-Intron 719 (703-767) 788 781 (712) 7 (76) 1(51) 6 (25) 1(9) 0(1)
trnD-trnT 845-907 (845-1376) 1538 1521 (1410) 17 (128) 11 (66) 6 (62) 2(21) 1(7)
cp total 4973-5054 (4939-5449) 6003 5884 (5390) 119 (613) 58 (320) 61 (293) 16 (76) 7(22)
phyC 1159 (1159) 1159 1093 (970) 66 (189) 32 (75) 34 (114) 0(0) 0(0)
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Substitutionsmodelle fiir die Likelihood- und die Bayes'sche Analyse

Mit dem Programm MrModeltest 2.3 (Nylander 2004) wurde als optimales
Substitutionsmodell fur den gesamten kombinierten Datensatz das Modell GTR+I+G
ermittelt, welches in der BEAST-Analyse Verwendung fand. Fir die Bayes'schen Analysen
mit wurde mit MrModeltest fur jeden Locus individuell ein optimales Substitutionsmodell
gesucht. Insgesamt wurden drei verschiedene Modelle empfohlen, namlich das HKY+G-
Modell fuir matK und rps16-Intron, GTR+G fir rp/32-trnL und GTR+I+G flr rps16-trnK,
trnD-trnT und petD-Intron.

Topologie aus der BEAST-Analyse und statistische Unterstiitzung

Das kombinierte Alignment mit 6.003 Positionen Lange wurde einer Reihe unterschiedlicher
Algorithmen zur Rekonstruktion phylogenetischer Baume unterworfen. Dabei handelte es
sich um Neighbour Joining-Analysen (NJ, 2.3.3), Parsimonieanalysen (MP, 2.3.4), Maximum
Likelihood-Analysen (RAxXML, 2.3.5) und Bayes'sche Analysen mit den Programmen
MrBayes (2.3.6) und BEAST (2.3.7). Die Topologie der mit den verschiedenen Methoden
erhaltenen Phylogramme stimmten in fast allen Aspekten Uberein. Die folgende
Beschreibung bezieht sich auf die datierte Phylogenie aus der BEAST-Analyse (Abbildung
18), deren Topologie reprasentativ fir die Mehrzahl aller durchgefiihrten Analysen ist. Neben
den in dieser Analyse ermittelten Posterioriwahrscheinlichkeiten (PP) sind auch die
Bootstrap-Werte in Prozent aus der Parsimonieanalyse (MPBS) und der RAxML-Analyse
(MLBS) in der Abbildung enthalten. Die Angabe dieser Werte im folgenden Text in der Form
(PP/MPBS/MLBS) bezieht sich jeweils auf die unmittelbar zuvor getroffene Aussage.

Nach Bewurzelung mit den beiden als Auf3engruppe dienenden Vertretern der Gattung Puya
bildet die Unterfamilie Pitcairnioideae eine klar monophyletische Abstammungsgemeinschaft
(1,00/100/100). Innerhalb der Pitcairnioideae finden sich drei Linien in einer Polytomie,
darunter zwei jeweils monophyletische Gruppen von Pitcairnia (1,00/100/100 und
1,00/99/100) sowie eine Klade, in welcher alle Gbrigen Gattungen vereinigt sind (0,99/88/87).
Innerhalb der letztgenannten Klade steht die eindeutig monophyletische Gattung Fosterella
(1,00/100/100) in einer Schwestergruppenposition zu einer Klade aus den drei
xerophytischen Gattungen Deuterocohnia, Dyckia und Encholirium (1,00/100/100).
Deuterocohnia besteht aus zwei jeweils gut gestitzten paraphyletischen Linien
(1,00/100/100), die basal zu einer gemeinsamen Klade aus Dyckia und Encholirium
abzweigen (0,95/84/91).

Encholirium besteht aus drei paraphyletischen Linien, die durch zwei interne Knoten

voneinander getrennt sind (1,00/66/80 und 0,68/-/54). Eine erst vor kurzem gefundene
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Abbildung 18: Datierte Phylogenie auf Basis sechs plastidarer Loci

Die hier dargestellte datierte Phylogenie wurde mit dem Programmpaket BEAST 1.6.1 erstellt. Als
Kalibrationspunkt fiur die Datierung diente das von Givnish et al. (2011) ermittelte Alter der Unterfamilie
Pitcairnioideae (11,8 Millionen Jahre). Die Skala am unteren Bildrand beschreibt das Alter in Millionen Jahren.
Uber den Asten finden sich Posterioriwahrscheinlichkeiten der BEAST-Analyse, unter den Asten Bootstrap-Werte
aus je 1.000 Wiederholungen einer Parsimonieanalyse und einer RAxML-Analyse des gleichen Datensatzes
(Parsimonieanalyse/RAXML-Analyse).
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Pflanze, die mdglicherweise eine neue Gattung reprasentiert (FK0257), steht gemeinsam mit
E. erectiflorum in abgeleiteter Position in derjenigen Linie von Encholirium, welche Dyckia
am nachsten steht. In den folgenden Ausfihrungen wird diese Pflanze jeweils zu

Encholirium gerechnet.

Die Monophylie von Dyckia wird sehr gut gestutzt (1,00/93/95). Eine einzelne Akzession von
D. beateae steht in Schwestergruppenposition zum monophyletischen Rest der Gattung
(1,00/97/96). In diesem wiederum steht eine Linie, die D. mirandiana und
D. espiritosantensis als Monophylum enthalt (1,00/99/100), in Schwestergruppenposition
zum gesamten monophyletischen Rest der Gattung (0,98/-/-), der von hier an als ,Core-
Dyckia“ bezeichnet wird und eine umfangreiche Polytomie aus diversen Kladen und
einzelnen Akzessionen bildet. Vier Kladen sind relativ gut gestutzt und zeigen eine deutliche
Korrelation mit der geographischen Herkunft ihrer Vertreter. So gibt es eine grofe
zentralbrasilianische Klade (1,00/77/86), die insgesamt 37 Akzessionen enthalt. Die
paraguayische Klade (0,99/-/65) enthalt D. pulquinensis in Schwesterposition zu den ubrigen
17 Akzessionen (0,90/67/69). In der sidbrasilianischen Klade (0,99/-/-) findet sich eine
Tritomie, deren Linien insgesamt 15 Akzessionen enthalten. Die argentinische Klade
schlieBlich (0,98/53/-) umfasst 12 Akzessionen in zwei Schwestergruppen etwa gleicher
Grolie. Ferner gibt es eine nicht naher bezeichnete Klade, die aus flinf Akzessionen besteht

(1,00/93/94). Die Aufldsung innerhalb der genannten Gruppen ist jeweils sehr gering.

Unterschiede in anderen Analysen

Die Ergebnisse der Parsimonieanalyse (Abbildung 19 und Anhang 8), der RAXML-Analyse
(Abbildung 20), der Bayes'schen Analyse (Abbildung 21) und der NJ-Analyse (Anhang 6 und
Anhang 7) weisen nur einen einzigen nennenswerten Widerspruch gegentber der BEAST-
Analyse oder untereinander auf. Dieser besteht in der Stellung von E. horridum, welche in
der BEAST-Analyse mit vier anderen Encholirium-Akzessionen eine schlecht gestitzte Klade
bildet (PP=0,55, Abbildung 18). In allen anderen Analysen bildet E. horridum entweder eine
unabhangige Linie innerhalb der paraphyletischen Gattung Encholirium oder steht in einer

unaufgeldsten Polytomie mit anderen Linien.

Alle Gbrigen topologischen Unterschiede zwischen den mit verschiedenen Analysemethoden
erzeugten Baumen betreffen nur die unterschiedlich gute Auflésung an einzelnen Knoten
und die statistische Unterstlitzung von Verzweigungen. Wahrend Pitcairnia in der BEAST-
Analyse aus zwei Linien besteht, die mit den lbrigen Pitcairnioideae in einer Tritomie stehen,
ist die Gattung in allen anderen Analysen paraphyletisch (MrBayes PP=0,78, MPBS=78%,
MLBS=92%, NJBS=97%). Innerhalb von Encholirium finden sich vier unabhangige Linien,
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Abbildung 19: Einzelner kiirzester Baum aus einer Parsimonieanalyse auf Basis sechs plastidarer Loci
Der hier gezeigte Baum ist einer von 100.000 klrzesten Baumen mit einer Schrittlange von 807, die aus einer
Parsimonieanalyse mit PAUP* 4.0b resultierten. Die Astlangen entsprechen der Zahl evolutiver Schritte
entsprechend der Mal3stabsleiste am unteren Ende der Abbildung.
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Abbildung 20: RAxML-Analyse auf Basis sechs plastidarer Loci

Gezeigt ist der beste gefundene Baum aus einer Maximum Likelihood-Analyse durchgefiihrt mit RAXML 7.2.6
unter Verwendung des GTR-CAT-Substitutionsmodells. Uber den Asten finden sich Bootstrap-Werte aus 1.000
rapid bootstrap-Replikaten, Werte unterhalb von 50% sind nur in Ausnahmeféllen gezeigt und stehen dann in
Klammern. Die Astlangen reprasentieren die erwartete Menge an substituierten Alignmentpositionen

entsprechend der MaRstabsleiste am unteren Bildrand.
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Abbildung 21: Bayes'sche Analyse auf Basis sechs plastidarer Loci
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Gezeigt ist der 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus einer Analyse mit MrBayes 3.2.1. Die Analyse wurde in
zwei unabhangigen Laufen mit je 2.500.000 Generationen durchgefiihrt. Von den resultierenden Baumen wurden
10% als Burn-in verworfen. Uber den Asten finden sich die Posterioriwahrscheinlichkeiten. Die Astlangen
reprasentieren die erwartete Menge an substituierten Alignmentpositionen entsprechend der Maf3stabsleiste am

unteren Bildrand.
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zwei davon enthalten nur jeweils eine Akzession, ndmlich E. horridum beziehungsweise
E. spec. (FK0125). Der Zusammenhang zwischen diesen Linien und damit der Grad an
Paraphylie von Encholirium variiert zwischen den Analysen. Eine basale Abspaltung von
E. spec. (FK0125) wurde in allen Berechnungen mit Ausnahme der NJ-Analyse gefunden. In
der Bayes'schen und der RAxXML-Analyse sind alle vier erwahnten Linien durch gestutzte

Knoten gegeneinander getrennt.

Das frihe Abzweigen von D. mirandiana und D. espiritosantensis von der als Core-Dyckia
bezeichneten Gruppierung findet sich nur in der BEAST-Analyse und der Bayes'schen
Analyse (jeweils gestutzt mit PP=0,98). Der beste in der RAxML-Analyse gefundene Baum
weist diese Verzweigung ebenfalls auf, die zugehdrige Bootstrap-Analyse liefert aber keine
Unterstitzung (MLBS=37%). Die funf grof3en, geographisch determinierten Kladen innerhalb
von Core-Dyckia wurden in allen Analysen gefunden. Die RAXML-Analyse ergab allerdings
keine statistische Unterstiitzung fir die stdbrasilianische (MLBS=46%) und die argentinische
Klade (MLBS=48%). In der Parsimonieanalyse wiesen die sudbrasilianische und die
paraguayische Klade jeweils Bootstrap-Werte unter 50% auf. In den Ergebnissen der NJ-
Analyse ist die argentinische Klade nicht durch Bootstrap-Werte gestitzt und die
Zugehorigkeit von D. pulquinensis zur paraguayischen Klade wurde nicht ermittelt, hier steht

diese Akzession einzeln innerhalb der Polytomie von Core-Dyckia.

Homoplasie-Indices aus der Parsimonieanalyse

Die Zahl der aus der Parsimonieanalyse resultierenden kirzesten Baume musste kunstlich
auf 100.000 begrenzt werden, da die Analyse sonst zu keinem Ende kam. Zur Abschatzung
der im Datensatz enthaltenen Homoplasie wurden in der Parsimonieanalyse diverse Indices
fur die erhaltenen Baume berechnet. Fur die gefundenen kirzesten Baume mit einer
Schrittlange von jeweils 807 wurden der Konsistenzindex (ensemble consistency index) mit
Cl=0,813 und der Homoplasieindex entsprechend mit 0,187 ermittelt. Fir den
Retentionsindex wurde ein Wert von RI=0,919 und flr den rescaled consistency index ein
Wert von RC=0,747 errechnet.

Knotenalter und Substitutionsraten aus der BEAST-Analyse

Far die Erzeugung der in Abbildung 18 und Abbildung 22 gezeigten Chronogramme im
Rahmen der BEAST-Analyse wurde das von Givnish et al. (2011) geschatzten Alter der
Kronengruppe der Pitcairnioideae (11,8 Millionen Jahre) als Kalibrationspunkt verwendet.
Danach entstanden beide Gruppen von Pitcairnia nahezu gleichzeitig mit der Aufspaltung
der Unterfamilie vor eben 11,8 Millionen Jahren. Die Stammgruppe von Fosterella ist etwa

10,5 Millionen Jahre alt, die Kronengruppe 6,2 Millionen Jahre. Die Klade aus den
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Abbildung 22: In der BEAST-Analyse ermittelte Substitutionsraten

Die hier gezeigte datierte Phylogenie wurde mit dem Programmpaket BEAST 1.6.1 erstellt. Als Kalibrationspunkt
fur die Datierung diente das von Givnish et al. (2011) ermittelte Alter der Unterfamilie Pitcairnioideae
(11,8 Millionen Jahre). Die Skala am unteren Bildrand beschreibt das Alter in Millionen Jahren. Uber den Asten
finden sich die vom Programm fur den entsprechenden Ast ermittelten Substitutionsraten. Die Substitutionsraten
der Endaste sind jeweils rechts neben diesen notiert. Unterschiedliche Bereiche von Substitutionsraten werden
durch Farben kodiert, wie in der Legende links oben angezeigt. Alle Raten sind als Substitutionen pro Position im
Alignment und pro Milliarden Jahren (substitutions per site per billion years, SSB) angegeben.
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xerophytischen Gattungen Deuterocohnia, Encholirium und Dyckia entstand also ebenfalls
vor 10,5 Millionen Jahren, ihre hier untersuchten Vertreter begannen vor 8,7 Millionen Jahren
sich zu diversifizieren. Zu diesem Zeitpunkt zweigte zundchst die eine der beiden
paraphyletischen Linien von Deuterocohnia ab, die andere Linie trennte sich erst vor
6,2 Millionen Jahren vom gemeinsamen Vorfahren von Encholirium und Dyckia. Die
Diversifizierung der untersuchten Vertreter der paraphyletischen Gattung Encholirium
begann vor 5,6 Millionen Jahren. Vor 4,6 Millionen Jahren entstand dann die Linie, die zur
heutigen Gattung Dyckia flihrte. Die Kronengruppe der untersuchten Vertreter von Dyckia
entstand vor 4,0 Millionen Jahren mit der Abspaltung einer einzelnen Linie. Die Vertreter von
Core-Dyckia begannen vor 2,9 Millionen Jahren, sich zu diversifizieren. Dabei entstanden
innerhalb kurzester Zeit 11 unterschiedliche Linien, die in den Abbildungen 18-22 eine gering

aufgeldste Polytomie bilden.

Uber den gesamten Baum hinweg variieren die in der BEAST-Analyse abgeschatzten
Substitutionsraten der einzelnen Aste zwischen 0,26 und 4,70 Substitutionen pro Alignment-
Position und pro Milliarden Jahren (substitutions per site per billion years, SSB, Abbildung
22). Die durchschnittlichen Raten innerhalb der Kronengruppen der monophyletischen
Gattungen betragen 1,42 SSB fir Puya, 2,00 SSB fiur Fosterella und 0,57 SSB fir Core-
Dyckia. Innerhalb von Dyckia sind die Raten in den verschiedenen Kladen recht ahnlich, mit
0,58 SSB in der zentralbrasilianischen Klade, 0,57 SSB in der paraguayischen Klade,
0,59 SSB in der sudbrasilianischen Klade und 0,58 SSB in der argentinischen Klade. Fir die
paraphyletischen und unaufgelésten Gattungen fanden sich unter Berlcksichtigung aller
internen Aste Werte von 0,88 SSB fiir Encholirium, 1,27 SSB fiir Pitcairnia und 1,02 SSB fiir
Deuterocohnia. Wird der lange Ast, der die beiden paraphyletischen Linien von
Deuterocohnia verbindet, von der Berechnung ausgenommen, ergibt sich ein deutlich
geringerer Wert von 0,79 SSB.

Phylogenetisches Netzwerk

Zusatzlich zu den phylogenetischen Baumen wurde mittels statistischer Parsimonie (TCS,
2.3.8) ein phylogenetisches Netzwerk erstellt (Abbildung 23). Das darin gefundene
Verknupfungsmuster und die einzelnen Gruppen bestatigen die Ergebnissen der anderen
phylogenetischen Analysen. Eine Version des Netzwerkes mit DNA-Nummern findet sich im
Anhang 9.

Mit Deuterocohnia als Aullengruppe zweigen zunachst vier unabhangige Linien von
Encholirium ab. Innerhalb der somit deutlich paraphyletischen Gattung Encholirium finden

sich 94 verschiedene Haplotypen, von denen lediglich 10 durch untersuchte Pflanzen besetzt
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Abbildung 23: Haplotyp-Netzwerk auf Basis sechs plastidarer Loci

Das hier gezeigte Haplotyp-Netzwerk wurde mittels des Computerprogramms TCS 1.21 (Clement et al. 2000)
erstellt, welches auf statistischer Parsimonie beruht. Das Ergebnis wurde mit den Ergebnissen aus der
Bayes'schen Analyse und Parsimonieanalyse abgeglichen. In die Berechnungen einbezogen wurden nur
Akzessionen von Dyckia und Encholirium, sowie Deuterocohnia brevispicata und Deuterocohnia meziana zur
Bewurzelung. Die Farbcodierung der Haplotypen entspricht den geographischen Herklinften der sie tragenden
Pflanzen wie auf der kleinen Karte rechts oben angezeigt. Die Abkirzungen fir die einzelnen Arten kdnnen aus
Tabelle 1 enthnommen werden.

sind. Einer dieser Haplotypen wurde in einer Pflanze gefunden die mdglicherweise als neue
Gattung beschrieben wird. Die zwei am weitesten voneinander entfernten besetzten
Haplotypen von  Encholirium  (E. horridum und  E. spec. FK0125) trennen
34 Sequenzunterschiede. Zwischen den am nachsten liegenden, aber jeweils
hypothetischen Haplotypen von Encholirium und Dyckia liegen finf evolutive Schritte. Die am
nachsten verwandten Haplotypen der beiden Gattungen, die durch untersuchte Pflanzen
besetzt sind (Dyckia beateae und Encholirium maximum) trennen 18 evolutive Schritte. Der
hypothetische Haplotyp, Uber den die als erstes abzweigende Linie von Dyckia und die
Ubrigen  Dyckia-Haplotypen mit  Encholirium  verknipft sind, ist durch neun
Sequenzunterschiede vom zentralen Haplotypen von Core-Dyckia entfernt. Der
hypothetische Haplotyp, an welchem die aus D. mirandiana und D. espiritosantensis
gebildete Linie abzweigt, ist durch drei evolutive Schritte vom zentralen Haplotypen von

Core-Dyckia entfernt.
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Innerhalb von Core-Dyckia enthalt das Netzwerk 99 Haplotypen, von denen 60 besetzt sind.
Hier zweigen neun unterschiedliche Linien sternférmig von einem einzelnen zentralen
Haplotypen ab, der durch jeweils eine Akzession von D. reitzii und D. jonesiana besetzt ist.
Die neun Linien finden sich allesamt auch in den anderen Analysen wieder (vgl. Abbildung
18). Neben den bereits erwahnten finf grofden, geographisch assoziierten Kladen
(zentralbrasilianische, paraguayische, sudbrasilianische, argentinische und eine weitere
Klade) gehen vier weitere, jeweils nur einen oder zwei Haplotypen enthaltende Linien von
dem zentralen Haplotypen aus. Ein deutlich sternférmiges Verzweigungsmuster findet sich
auch innerhalb der zentralbrasilianischen Klade. Hier leiten sich 11 Linien aus einem
zentralen Haplotyp ab, welcher durch finf Akzessionen aus vier Arten besetzt ist. Eine
mogliche basale Stellung von D. brachyphylla und mdglicherweise zusatzlich D. tuberosa
innerhalb der zentralbrasilianischen Klade ist aufgrund einer nicht aufgeldsten Masche des
Netzwerkes nicht zu klaren. In der paraguayischen Klade findet sich ebenfalls ein zentraler
Haplotyp, welcher durch finf Akzessionen aus mindestens vier Arten besetzt ist. Von diesem
aus entspringen finf abgeleitete Linien. D. pulquinensis zweigt innerhalb dieser Klade in
basaler Stellung ab. Innerhalb der sudbrasilianischen Klade existiert ein durch sechs
Akzessionen aus funf Arten besetzter Haplotyp, von welchem sich vier Linien ableiten. Eine
zentrale Stellung dieser Sequenzvariante wird aber nicht deutlich. Die argentinische Klade

weist keinen deutlichen zentralen Haplotypen auf.

Die unterschiedlichen plastidaren Haplotypen zeigen nur eine geringe Korrespondenz zu den
sie beherbergenden Arten. Von allen untersuchten Arten von Dyckia waren 19 durch jeweils
mehr als eine Akzession reprasentiert. Aber nur in zwei Fallen, bei D. marnier-lapostollei und
D. pernambucana, tragen jeweils alle untersuchten Akzessionen denselben Haplotypen. Fur
D. marnier-lapostollei findet sich dieser Haplotyp aber auch in anderen Arten wieder. Die vier
Akzessionen von D. macedoi tragen Plastiden, deren Haplotypen ein Monophylum bilden
und exklusiv in dieser Art vorkommen. Die Arten D. choristaminea, D. ferox, D. floribunda,
D. hebdingii, D. microcalyx, D. velascana und D. vestita tragen jeweils verschiedene
Haplotypen, die zwar jeweils nahe miteinander verwandt sind, aber keine Monophyla bilden.
Einige Arten von Dyckia sind im Netzwerk durch weit voneinander entfernte Haplotypen
reprasentiert. So taucht D. beateae sowohl aul}erhalb von Core-Dyckia als auch in der
zentralbrasilianischen Klade auf. Plastiden aus jeweils zwei unterschiedlichen der acht Linien
von Core-Dyckia tragen die Arten D. brevifolia, D. estevesii, D. leptostachya, D. maritima,
D. niederleinii, D. pumila, D. remotiflora und D. ursina. Andererseits gibt es auch viele
Haplotypen, die in mehr als einer Art vorkommen, darunter beispielsweise die zentralen

Haplotypen der zentralbrasilianischen und der paraguayischen Klade.
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Geographisches Muster

Die mit Hilfe der Analysen plastidarer DNA innerhalb von Dyckia identifizierten Kladen
spiegeln Uberwiegend die geographischen Herkinfte der untersuchten Pflanzen wider
(Abbildung 23, vgl. auch Abbildung 37). Die Akzession von D. beateae, die in der
vorliegenden Studie die urspringlichste Linie der Gattung bildet, stammt aus der Gegend um
die Stadt Coxim im brasilianischen Bundesstaat Mato Grosso do Sul. Die beiden anderen
urspriinglichen Vertreter von Dyckia stammen aus Alto Paraiso im Bundesstaat Goias
(D. mirandiana) und S&o Roque do Canad im Bundesstaat Espirito Santo
(D. espiritosantensis). Innerhalb von Core-Dyckia ist der im Netzwerk zentrale Haplotyp
durch eine Akzession von D. reitzii aus der Nahe von Cambara und eine von D. jonesiana
aus der Region Cacgapava do Sul besetzt. Beide Fundorte liegen im sudlichsten

brasilianischen Bundesstaat Rio Grande do Sul.

Auch zwei der vier kleineren, vom zentralen Haplotypen abgehenden Linien wurden in
sudbrasilianischen Pflanzen gefunden. Eine diese Linien wird von einer D. maritima aus dem
nahe gelegenen Torres gebildet. Eine weitere Linie fuhrt zu einer Akzession von
D. encholirioides, diese Art ist endemisch fir die Kustenregionen der sidlichsten
Bundesstaaten Brasiliens. Die dritte kleinere Linie beherbergt mit D. estevesii und D. pumila
zwei Pflanzen aus dem zentralbrasilianischen Bundesstaat Goias. Eine vierte Linie wird von
D. paraensis aus dem Bundesstaat Para im auflersten Norden Brasiliens gebildet, was

deutlich auBerhalb des Hauptverbreitungsgebietes von Dyckia liegt.

In der kleinsten der funf groen Kladen innerhalb von Core-Dyckia finden sich Pflanzen aus
den Bundesstaaten Mato Grosso und Mato Grosso do Sul in Zentralbrasilien, dem
Departamento Cordillera in Paraguay und der Provinz Cérdoba in Argentinien. Innerhalb

dieser Gruppe ist keine klare geographische Verbindung ersichtlich.

Die zentralbrasilianische Klade enthalt eine Pflanze aus der Gegend um Campo Allegre im
Bundesstaat Santa Catarina in Sudbrasilien. Diese tragt den innerhalb der Klade zentralen
Haplotypen. Zwei der vom zentralen Haplotypen ausgehenden Linien enthalten je eine
weitere Pflanze aus dem sudlichen Brasilien, namlich D. delicata aus Rio Grande do Sul und
D. tuberosa aus Sao Gerbnimo da Serra in Parana. Alle anderen Haplotypen der
zentralbrasilianischen Klade wurden ausschliel3lich im Pflanzen aus brasilianischen

Bundesstaaten ndrdlich von Parana gefunden.

Innerhalb der argentinischen Klade findet sich in abgeleiteter Positionen eine Akzession der
fur den zentralbrasilianischen Bundesstaat Minas Gerais endemischen Art D. ursina. Fr

eine Akzession von D. remotiflora innerhalb der Klade ist der Fundort unbekannt, die Art

84



Ergebnisse

kommt weit verbreitet in Stidbrasilien, Uruguay und Argentinien vor. Alle anderen Haplotypen

der argentinischen Klade sind durch Pflanzen aus Argentinien besetzt.

Die paraguayische Klade enthalt iberwiegend Pflanzen aus Paraguay. Auflerdem wurden
Haplotypen dieser Klade in je einer Pflanze aus dem Bundesstaat Bahia in Zentralbrasilien,
aus Para im Norden Brasiliens, der Provinz Cérdoba in Argentinien und dem Departamento
Santa Cruz in Bolivien gefunden. Fur drei weitere Akzessionen fehlen Fundortangaben,
darunter ist allerdings eine flur Paraguay endemische D. fomentella. Die urspringlichste Linie

innerhalb der paraguayischen Klade bildet eine D. pulquinensis aus Bolivien.

Die sudbrasilianische Klade enthalt mehrheitlich Haplotypen, die in Pflanzen aus dem Siden
Brasiliens gefunden wurden. Ein zusammenhangendes Sub-Netzwerk bilden zehn Vertreter
von D. choristaminea, D. hebdingii, D. maritima, D. remotiflora, D. elisabethae und
D. machrisiana. Bis auf die ausschlieBlich in Goias vorkommende D. machrisiana sind alle
zehn Pflanzen endemisch fir den auliersten Siden Brasiliens. Lediglich fur D. remotiflora
gibt es auch Fundorte weiter nérdlich und in Uruguay. Weiterhin finden sich in der
sudbrasilianischen Klade drei Pflanzen aus Minas Gerais in Zentralbrasilien, eine Pflanze

aus Uruguay und eine weitere ohne Fundortangaben.

3.3 Sequenzierung nuklearer Loci

3.3.1 Pilotexperimente

Phytochrom C (phyC)

Die Amplifikation von Teilbereichen des ersten Exons des Phytochrom C-Gens aus Arten
von Dyckia erwies sich zunachst als schwierig (vgl. 2.2.3.2 und 2.2.3.3). So erbrachte die
PCR mit Primern nach Samuel etal. (2005) mit dem verwendeten Programm keine
Amplifikate. Eine direkte PCR und anschlieRende Sequenzierung mit Primern von Michael
Barfuss (Universitat Wien, personliche Kommunikation, Tabelle 5) lieferte weder fiir das
Gesamtfragment, noch fir die beiden Einzelteile zufriedenstellende Ergebnisse. So zeigten
sich bei Annealingtemperaturen von 50 °C viele zusatzliche Banden. Eine Erhdéhung der
Annealingtemperatur auf 55 °C beziehungsweise 59 °C schlug sich jeweils negativ auf die
Qualitat der Sequenzen von Teil a aus, die dann nicht mehr eindeutig zu lesen waren. Teil b

konnte teilweise ausgewertet werden, die Qualitat der Sequenzen war jedoch nur mafig gut.

Die verschachtelte (nested) PCR ergab mit der Kombination der Programme
phyc_nest_1_20100608 und phyc_nest 2 20100614 (Tabelle 6) zunachst gut auswertbare
Sequenzen flr beide Teilstlicke. Bei der Wiederholung der ersten Amplifikationsstufe fir

weitere Proben zeigten sich jedoch auf den Agarosegelen in allen Fallen starke

85



Ergebnisse

Zusatzbanden mit Langen von etwa 80 bp und deren Vielfachem, in einigen Proben bis Gber
800 bp. Obwohl die zweite Amplifikationsstufe jeweils deutliche distinkte Einzelfragmente der
erwarteten Grole lieferte, war die Sequenzierung nicht moglich. Weder der Austausch aller
Reagenzien, noch die Nutzung anderer Thermocycler oder die Verwendung von
Positivkontrollen, also Proben, die vorher bereits einmal funktioniert hatten, lo0sten dieses
Problem. Auch weitere Modifikationen der Programme und die Verwendung von

Programmen, welche bereits zuvor funktioniert hatten, waren erfolglos.

Bei der schliellich eingesetzten band-stab-Methode (vgl. 2.2.3.3, Bjourson & Cooper 1992)
zeigten sich ebenfalls besagte Zusatzbanden in der ersten Amplifikation. Nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung und dem Ausstanzen des Zielfragmentes wurden in der
zweiten Amplifikationsstufe aber keine zusatzlichen Banden mehr beobachtet. Die
Sequenzierung dieser Fragmente war in allen Fallen erfolgreich und lieferte fir beide
Einzelteile jeweils in beide Richtungen bis zum Ende lesbare Sequenzen. Fir einige Proben
konnte das Gesamtfragment nicht gewonnen werden, vermutlich aufgrund mangelnder DNA-
Qualitat. Die DNA dieser Proben (Proben FK0090-94, 100-102, 141, 184, 188-195, 199, 200,
202, 207, 209, 213, 217, 219, 236, 241 und 257) war von Kooperationspartnern mit einer
einfachen Isolationsmethode extrahiert worden (vgl. 2.2.1). Fir diese Proben wurden im
ersten Amplifikationsschritt die beiden Einzelfragmente a und b unter Verwendung von
Primern ohne M13-Anhang getrennt amplifiziert, so dass am Ende auch hier die vollstandige
Sequenz erhalten wurde. Eine detaillierte Ubersicht (iber alle verwendeten Kombinationen
von Primern und Programmen und die damit erhaltenen deren Ergebnisse finden sich in

Anhang 1.

Malatsynthase (MS), ITS und ETS

Alle Versuche, den Locus MS mit einem der beiden verwendeten Programme (MS_Krapp
und MS_Lewis in Tabelle 6) und den verwendeten Primern (Lewis & Doyle 2001) in einer der
untersuchten Pflanzen in Pilotexperimenten zu amplifizieren, schlugen fehl. Der Locus wurde

daher nicht weiter verwendet.

Ebenso wenig gelang es, die Regionen /ITS7 und ITS2 von Dyckia-Arten mit den von Jabaily

& Sytsma (2010) konstruierten Primerpaaren zu amplifizieren.

Fir die Amplifikation der ETS-Region wurden Primerpaare verwendet, die von Sass &
Specht (2010) fur die Unterfamilie Bromelioideae entworfen und dort erfolgreich eingesetzt
wurden. Fur Vertreter der Pitcairnioideae und Puyoideae konnten mit diesen Primer jedoch
keine PCR-Produkte erzeugt werden. Der Einsatz einer leistungsfahigeren DNA-Polymerase

in Verbindung mit fir die Gattung Tillandsia spezifischen Primern (Chew et al. 2010) lieferte

86



Ergebnisse

zwar je ein Amplifikat fir die untersuchten Proben von Pitcairnia, nicht jedoch fir Dyckia. Die
Agarose-Gelelektrophorese zeigte schwache distinkte Einzelbanden auf einer Hohe
entsprechend etwa 1.500 bp. Eine Sequenzierung wurde wegen der grof’en Lange des

Fragmentes und der geringen Menge an Produkt nicht durchgefihrt.

Die Amplifikation der gesamten ETS-NTS-Region mit universellen Primern (Baldwin &
Markos 1998) erbrachte flr Dyckia keine Fragmente, fur Pitcairnia feliciana eine schwache
Bande auf Hohe von 1.300 bp und flr P. fuertesii eine starke Bande auf Hohe von etwa

1.100 bp. Versuche diese PCR-Produkten zu sequenzieren schlugen fehl.

3.3.2 Phylogenie auf Basis von phyC

Eigenschaften des Alignments und Heterozygotie

Alle 124 fir den gewahlten Bereich von phyC erzeugten Sequenzen einschlieBlich der
Aulengruppen wiesen eine identische Lange von 1159 bp auf. Somit enthielt das Alignment
keinerlei Licken. Die Sequenzvariabilitat betrug 16,3% fur das gesamte Probenset und 5,7%
innerhalb von Dyckia. Es waren insgesamt 114 parsimonie-informative Positionen enthalten,
davon 34 innerhalb von Dyckia. Ein Ausschnitt des Alignments von Position 159 bis 249 ist in
Abbildung 24 gezeigt.

Name 160
Dychia estevesii FKDOD1 66
Dyckia estevesii var braunii nam nud FKOOD4 c6
Dyckia estevesil FKDODS 66
Dychia velascana FKOODG Ga
Dyckia granmagulensis FKOOO7 66
i 66

1)
66
Dyekia ursina FKOD12 66
66

(]
[
[
(]
(]
(]
(]
[
(]
[

1]
1)
66
Dyckia pumila aff FKOD17 GG
Dyekia tobatiensis FKOD1S 1)
Dyckia lindevaldae FKOD18 6o
1)
1)
GG
1)
1]
GG
i var mamier lapostollei FKO020 |G 6

erlapostallei var_estevesii FKDO30 GG
Dyckia goshringil FKOD31 1)
Dyckia vestita FKDD32 66

FOROODCRORD 0 G

Dyekia | achya aff  FKOD35 1)
Dyckia of avar oligantha FKDO36 6o
Dyekia hebdingii FKOO38 1)
Dykia rariflera FKDO38 66
Dyekia choristaminea FKOD40 6o
Dyekia braunii FKDD42 1)
Dyckia dawsonii FKOD43 GG
Dyckia beateae FKOD44 1)
Dyel yphylla FKOD45 66
Dyckia cinerea FKOO47 6o
Dyckiaspec  FKOD49 66
Dyckia reitzii aff FKOOSO 1]
Dyckia microcalyx of FKOOS1 1)
Dyeckia floribunda FKOD52 1)
Dyckia leptostachya FKDDS3 66
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Abbildung 24: Ausschnitt des Alignments fiir den Locus phyC

In dem hier gezeigten Ausschnitt des Alignments am Locus phyC sind die Positionen 175 und 230
bemerkenswert. Sie zeigen ein extremes Maf} an Variabilitdt und Heterozygotie.

Als problematisch erwies sich der in vielen Proben hohe Anteil von heterozygoten
Positionen, die sich in Form von nahezu gleichstarken Signalen in zwei Spuren auf3erte (vgl.

2.3.2 und Abbildung 25). Von allen 124 gewonnenen Sequenzen fur phyC zeigten
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35 Sequenzen keinerlei heterozygote Positionen, insgesamt 28 wiesen an exakt einer
Alignmentposition einen heterozygoten Zustand auf. Insgesamt funf Sequenzen zeigten 10
oder mehr heterozygote Positionen, darunter eine Dyckia leptostachya mit 21 und eine
Fosterella villosula mit 18 Positionen. Von den insgesamt 189 variablen Positionen im
Alignment wiederum zeigten 145 in mindestens einer Probe einen heterozygoten Zustand.
Insgesamt 16 Positionen zeigten fir funf oder mehr Proben einen heterozygoten Zustand bis
hin zu einem Extrem von 27 Sequenzen, welche an Position 521 des Alignments einen

heterozygoten Merkmalszustand (A oder G) aufweisen (Abbildung 25).
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Heterozygote Positionen pro Sequenz Zahl an Sequenzen mit heterozygotem Zustand

Abbildung 25: Beobachtete Heterozygotie am Locus phyC

Das linke Diagramm zeigt, wie viele Sequenzen jeweils mit bestimmten Zahlen an heterozygoten Positionen
gefunden wurden. Im rechten Diagramm ist gezeigt, wie viele Positionen des Alignments jeweils heterozygote
Zustande in einer bestimmten Zahl an Sequenzen enthielten. Es wurden 1.014 Alignment-Positionen véllig ohne
heterozygote Sequenzen gefunden. 90 Alignmentpositionen wiesen in jeweils einer Sequenz einen heterozygoten
Zustand auf (in beiden Fallen sind die Balken verkirzt dargestellt).

Substitutionsmodelle fiir die Likelihood- und die Bayes'sche Analyse

Mit dem Programm MrModeltest 2.3 (Nylander 2004) wurde als optimales
Substitutionsmodell flr phyC das Modell GTR+I+G ermittelt, welches in der BEAST-Analyse

und der Bayes'schen Analyse Verwendung fand.

Topologie aus den durchgefiihrten Analysen und statistische Unterstiitzung

Das Alignment mit 1.159 Positionen Lange wurde einer Reihe unterschiedlicher Algorithmen
zur Rekonstruktion phylogenetischer Baume unterworfen. Dabei handelte es sich um
Neighbour Joining-Analysen (NJ, 2.3.3), Parsimonieanalysen (MP, 2.3.4), Maximum
Likelihood-Analysen (RAxXML, 2.3.5) und Bayes'sche Analysen (2.3.6). Zum Teil ergaben
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sich dabei Unterschiede bezuglich der Topologie der Phylogramme und der statistischen
Unterstlitzung der einzelnen Aste. Im Folgenden diskutiert werden die Parsimonieanalyse
(Abbildung 26 und Anhang 12), die Likelihood-Analyse (Abbildung 27) und die Bayes'sche
Analyse (Abbildung 28). Die Angaben zu Posterioriwahrscheinlichkeiten (PP) aus der
Bayes'schen Analyse und zu den Bootstrap-Werte in Prozent aus der Parsimonieanalyse
(MPBS) und der RAxML-Analyse (MLBS) beziehen sich jeweils auf die unmittelbar zuvor
getroffene Aussage (jeweils notiert als PP/MPBS/MLBS).

Eine Bewurzelung der Phylogenie mit Pitcairnia als Aufiengruppe einerseits und
Mittelpunktsbewurzelung andererseits zeigten ein identisches Bild. Die Bewurzelung mit
Pitcairnia wurde wegen der Stellung von Puya innerhalb der Pitcairnioideae in anderen
Analysen durchgefihrt (vgl. 2.3.1). Mit Pitcairnia als AuRengruppe bilden die Ubrigen vier
Gattungen der Unterfamilie Pitcairnioideae gemeinsam mit Puya ein Monophylum
(1/100/100). In diesem stehen zwei Kladen in Schwestergruppenverhaltnis zueinander. Die
eine davon ist mafRig gestitzt (0,76/62/65) und enthalt die monophyletische (1/99/100)
Gattung Fosterella und die ebenfalls monophyletische (1/97/98) Gattung Deuterocohnia. Die
andere Klade ist nur schwach gestutzt (0,65/58/-) und enthalt die monophyletische Gattung
Puya (0,99/74/81) als Schwestergruppe zu einem Monophylum aus Dyckia und Encholirium
(1/93/99).

Die Gattung Encholirium ist in allen Analysen paraphyletisch. Die Arten E. erectiflorum,
E. horridum, E. maximum sowie eine weitere unbestimmte Akzession stehen in der RAXML-
Analyse und der Bayes'schen Analyse jeweils auf3erhalb einer Klade, die die moglicherweise
eine neue Gattung reprasentierenden Akzession FK0257 (vgl. 2.1), alle verbleibenden
Encholirium-Proben und alle Dyckia-Akzessionen vereinigt (PP=0,59, MLBS=63%).
Innerhalb der letztgenannten Klade befindet sich die in den Abbildungen provisorisch als
Gen. nov. spec. nov. bezeichnete FK0257 in Schwestergruppenposition zu einer Klade aus
allen Ubrigen Pflanzen (PP=0,83, MLBS=90%). In der Parsimonieanalyse steht FK0257 mit
den vier basal abzweigenden Encholirium-Akzessionen und der Klade aller verbleibender
Proben von Encholiium und Dyckia (MPBS=50%) in einer unaufgelésten Polytomie.
Innerhalb der zuletzt genannten Klade nimmt E. magalhaesii in der Bayes'schen Analyse und
der Parsimonieanalyse jeweils eine vom monophyletischen Rest (PP=0,90, MPBS=52%)
getrennte urspriingliche Stellung ein. In der RAXML-Analyse steht diese Probe hingegen in
abgeleiteter Position gemeinsam mit anderen Proben von Dyckia und Encholirium. Somit ist
Dyckia in dieser Analyse paraphyletisch, jedoch ohne Unterstitzung aus der Bootstrap-
Analyse. In den Ubrigen Analysen kann Uber eine Monophylie oder Paraphylie von Dyckia

keine Aussage getroffen werden, da die Gattung nicht deutlich von Encholirium getrennt ist.
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Dyckia granmogulensls (FK0007)
Dyckia m:lagrensrs (FKOO

Dyckia pernambucana é K0097)

Dyckia pernambucana (FKO098)

Dyckia dissitiflora (FK0141)

Dyckia remotiflora var. indet. (FK0011
Dyckia remotiflora var. indet. (FKO015
Dyckia choristaminea FKOO
Dyckia cf. microcalyx (FK0051)

Dyckia mlcmcal x (FKO111)
Dyckia choristaminea (FK0021
Dyckia lunaris (FK0193
Dyckia tomentella é K0114)
Dyckia ferox (FKO056)
Dyckia remotiflora (FKO068
Dyckia niederleinii (FK0110
Dyckia encholirioides (FK0095)
Dyckia aff. !eptustach{ya (FK0035)
Dyckia cf. leptostachya (FK
Dyckia ferox (FK0027
Dyckia braunii éF 0042)
Dyckia pulqumenses (FKO1 %ﬁ?
Dyckia fosteriana (FK0O!
Dyckia tobatiensis (FK0018)
Dyckia vestita (FK0032
Dyckia microcal) f/x var, lndet (FK0009)
Dyckia microcal 54)
Dyckia vestita (| K0109)
Dyckia distachya (FK0126)
Dyckia aff. Ieptostachya (FK0016)
Dyckla spec. (F 0116
Dyckia velascana (FK0104)
Dyckia leptostach) a K0053)
—— Dyckia ferox
Dyckia aff. brevifolia }éFKDmO)
Dyckia floribunda (FK0052
Dyckia floribunda (FK0108
— Dyckia cf. velascana (FK0106)
Dyckia ursina (FK0012)
Dyckia spec. (FK0023
Dyckia spec. (FK0024'
Dyckia velascana (FK0006)
Dyckia floribunda é K01 07;

Dyckia monticola (FKO088!
Dyckia maritima (FK009:
yckia aff. lblramensrs (FK0025)
Dyckia remotlﬂora rSFK0055)
Dyckia spec. (
Dyckia oneslana FK0217)
Dyckia rariflora (
Dyckia maracasensts &F 0087)

Dyckia machrisiana (FKO
Dyckla lindevaldae (FK0O1 8
Dyckia macedoi (FK0102)
Dyck/a brachyphyl/a (FK0045)
kia densiflora (FK0213)
Dyckla secunda (FK0192)
Dyckia nana (FK0191
Dyckia macedor é K0099)
Dyckia ursina (FK(
Dyckia cinerea (F 0047)
Dyckia aurea (FK0194)
Dyckia macedoi (FK0100
Dyckia espiritosantensis (FK0207)
)yckia macedoi (FK0101)
Dyckia saxat/l/s FKOO36

Dyckia tuberosa (affg 06)
ck/a estevesu (FK0033)

Dy ckla estevesii (FKO001)
Dyckra beateae (FK0044; 3
Dyckia ferruginea (FK0090)

yckla dawsonii (FK0043)

Dyckia paraensis (FK0190)
Dyckia mirandiana (FK0202)
Dyckia estevesii (FKO005)
Dyckia goehnn i 8FK0031)
Dyckia estevesii var. braunii (Fl
Dyckia marnier-lapostollei var. mar. (FK0029)
Dyckia marnier-lapostollei var. est. (FKO030)
Dyckia aff. reitzii (FKO050)

Dyckia beateae (FK0091)

Dyckia plat, ypfb!lla (FK0209)

Dyckia rojasii
y kla pumila & K0093)
D ckia grandldentata( K0183)
umlla FKO0O

Dycki
Encholirium spec FKO(

78)
Dyckia brevifolia (FK0067)
4' Dyckia niederleinii ?__ K0103)
Dyckia velascana (FK

Dyckia hebdingii (FK0112)

Dyckia maritima (FKO1 13)
Dyckia delicata (FKO184

Dyckia elisabethae (FK0219;

— Dyckia hebdmgu (FK0038)
Dyckia hebd/ngu (FK

— Dyckia spec. FK0049)
Dyckia pectma(a FK018
Encholirium spec. é 0079;

Encholirium spec. (FK0080,
Encholirium spec. (FK012
——— Encholmum magalhaesii (F 0122)
Gen. nov. spec. nov. (FK
Ei

57)
ncholmum homdum (FK0070)

Enchol/r/um spec (FKO0014)
Encholirium erectiflorum (FK0123)
—— Encholirium maximum (FK0124)
L Puya K0082)
Puya herzogii FFKO1 1)
Deuterocohnia glandulosa (FK0072)
Deuterocohnia meziana (FK0073)
Deuterocohnia cf. haumanii (FK0075)

Deuterocohnia brevifolia éFK0074)
Deuterocohnia brevispicata (FK0071

Fosterella wedde/hana sFK0077)
- Fosterella albicans (FK0117)
Fosterella penduliflora éFK0081)
Fosterella villosula (FK0076)
Fosterella sf ilis (FK0118,

)
Pitcairnia heterophylla (FKO083)
,—| a pungens &FKOOBA)
Pitcairnia fue 20)

[ |
i (FK0085)
L Pltca/mra fel:c:ana (Tf K01 193

0 10 20 30 40 50

Abbildung 26: Einzelner Baum aus einer Parsimonieanalyse auf Basis von phyC

Gezeigt ist einer von 100.000 kiirzesten Baumen mit einer Schrittlange von 285 aus einer Parsimonieanalyse
durchgefiihrt mit PAUP* 4.0b. Die Astlangen entsprechen der Zahl evolutiver Schritte entsprechend der
Malstabsleiste am unteren Ende der Abbildung.
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Dyckia %ranmogulensls (FK0007)
Dyckia milagrensis (FKOO!
Dyckia pernambucana gFKO 98)
Dyck/a dissitiflora (FK0141
Dyckia pernambucana (FK0097)
Dyckia tomentella K0114)
Dyckia ferox (FK0056)
64 | Dyckia remotiflora var. indet. FK0011;
Dyckia remotiflora var. indet. (FK0O015
Dyckia choristaminea 4
Dyckia cf. microcalyx (FKO051)
Dyckia microcalyx (FKO111)
Dyckia lunaris (FK0193)
Dyckia choristaminea (FK0021)
Dyckia encholirioides (FK0095)
Dyckia remotiflora (FKO068
Dyckia braunii (FK0042)
Dyckia machrisiana (FK0189)
Dyckia niederleinii (FKO 110?
Dyckia aff. brevifolia (FK0010)
Dyckia aff. leptostachya (FK0016)
Dyckia /eptostaclga %FKOOSIS)
Dycklas C.
—_ Dyckia velascana(FK0104
1‘ Dyckia tobatiensis (FK0018)
Dyckia vestita (FK0032)
— Dyckia mlcroca?/x var. mdet (FK0009)
— Dyckia microcal &/x FKOO!
Dyckia vestita (FK0109)
Dyckia distach) ’!a 3FK0126)
—— Dyckia ferox (FK
Dyckia floribunda (FK0052,
Dyckia floribunda (FK0108
Dyckia cf. velascana (FK0106)
Dyckia ursina (FK0012)
Dyckia spec. (FK0023
Dyckia spec. (FK0024,
Dyckia velascana (FKO006
Dyckia floribunda (FK0107
| 95 | Dyckia aff. ibiramensis (FKOOZS)
62 Dyckla remotiflora (FK0055)
Dyckia spec. ;FKO 86)
Dyckia jonesiana (FK021
Dyckia maritima (FK0092)
65 Dyckia aff. leptostachya (FK0035)
Dyckia cf. Ieé)tostachya (FK0115)
Dyckia femx (FK002
Dyckia rariflora (FKO039)
Dyckia pulquinenses (FK0199

Dyckia fosteriana (FK(
— Dyckia monticola (FKOOBB)
Dyckia hebdingii 8FKOO13

— Dyckia spec. (FK(
Dyckia estevesii (FKO001)
Dyckia goehringii (FK0031&
yckia estevesu &KO 33)
Dyckla beateae (Fl
Dyckia ferrug/nea FKOO 0
ckia mirandiana (FK0202)
Dyckia dawsonii (FK0043
Dyckia paraensis (FK0190)

Encholirium magalhaesii (FK0122)
Encholirium sgec (FK0080)
| Encholirium spec. (FKO1 Z(
Dyckia pectma(a }éF 0188)
Enchollr{:um spe;:

Encholirium spec, (FK007:

Dyckia rojasii (FKO195

Dyckia hebdingii (FKO038)
Dyckia maracasensis (FK0087)

Dyckia estevesii var. braunii (FK0004)
Dyckia estevesii (FK0005)
Dyckia aff. pumlla (FK0017)
Dyckia grandldentata (FK0183
yckia pumila (FK0093

Dyckia hebdingii E:F K0112)
Dyckia maritima (FK0113;
Dyckia delrcata (FK0184;
Dyckia elisabethae (FK0219;
Dyckia //ndevaldae (FKO!
yckia macedot (FK0102)
Dyckia secunda (FKO1
Dyckia dens:ﬂora E K02 3)
[3) I? y(zkla ;,na h II FK0045
ckia bracl a
D;okla urslnay G % é
Dyck:a nana (FK0191
Dyckia cmerea (FK0047)
ckia aurea éFKm 94)
Dyckia espmtosantensls K0207)
Dyckia macedoi (FK
Dyckia macedol ( K0101)
Dyckia saxatllls &FKOO%)
Dyckia tuberosa (aff.

Dyckia platyphylla FK0209)

75, Dyckia rnamier—lapustolle/ var. mar. E K0029)
Dyckia marnier-lapostollei var. est. (FK0030)
Dyckia aff. reitzii (

Dyckia beateae 6)
60 | Dyckia brewfolla FKOO 7)
1 Dyckia ( 03)

D ckia velascana (FK01 05)

Gen. nov. spec. nov.
En

(FK0257
cholirium horridum (FK0070)

ncholirum erectiflorum (FK0123)
olirium [;gg))(rmum (FK0124)

Enchy nurE spec. (FK0014)
Ench

Puya ferruginea (FKO!

Puya herzogii (FK0121)

98

66

Deuterocohnia brevispicata (FK0O071

)
Deuterocohnia meziana (FK0073)
074

Deuterocohnia brevifolia (FK007:
Deuterocohnia cf. haumanii (FK0075,
Deuterocohnia glandulosa sFKOO?

Fosterell

66
100 ’_‘:' Fosterella villosula EFKOO76§
1 Fosterella penduliflora (FK0081
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(FK0077)
Fosterella albicans (FK0117)
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1

Fosterella bilis (FK0118)
Pitcairnia heterophylla (FK0083)

punge
1 Pitcairnia fuertesii (FK0120)

SF K0085)
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Abbildung 27: RAxML-Analyse auf Basis von phyC
Gezeigt ist der beste gefundene Baum aus einer Maximum Likelihood-Analyse durchgefiihrt mit RAXML 7.2.6
unter Verwendung des GTR-CAT-Substitutionsmodells. Uber den Asten finden sich Bootstrap-Werte aus 1.000
rapid bootstrap-Replikaten, Werte unter 50% sind nicht gezeigt. Die Astlangen reprasentieren die erwartete
Menge an substituierten Alignmentpositionen entsprechend der MaRstabsleiste am unteren Bildrand.
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0,90

0,99 Dyckia cinerea (FK0047,
51/59 Dyckia aurea (FK0194)
Dyckia lindevaldae (FK0019)
—— Dyckia saxatilis (FKO036)
— Dyck/a bmchyphylla (FK0045)
— Dyckia ursina (FK0089;
—— Dyckia macedot( K0099)
0,66 |— Dyckia macedoi (FK0100
/- —— Dyckia macedoi (FK0101)
[ Dyckia macedoi (FK0102)
— Dyck/a nana (FK0191
)yckia secunda (FK0192
Ryckla tuberosa (aff) FK0206
— Dyc ia espiritosantensis (FK0207,
Dyckia dens:ﬂora gFK0213)
Dyckia floribunda (FK(
Dyck/a floribunda FK0108
Dyckia cf. velascana( K0106)
Dyckia ursina (FK0012)
Dyckia spec. (FK0023
Dyckia spec. (FK0024/
Dyckia velascana (FKO006)
Dyckia floribunda (FK0107)
Dyckia estevesu (FK0001
Dyckia goehringii (FK0031)

0,67 Dyckia estevesii g: K0033)
- Dyckia beateae (F|
0.79 Dyckia ferrugmea (FK0090)
n Dyckia m/randlana (FK0202)
= — Dyckia dawsonii (FK004

— Dyckia paraensis (FK019 &
Dyckia tobatiensis (FK001 )
Dyckia vestita (FK0032
Dyckia microcalyx var. mdet (FK0009)
Dyckia microcalyx (FKOO!
Dyckia vestita (| KO109)
Dyckia dlstachya (FKO1 26)
— Ogranmogulensls (FKO0007)
068 [— Dyckla m/lagrensls (FK 096
RV perr icana FK0097)
= Dycl apernambucana FK0098)
— Dyckia dissitiflora (tFKO 41)

0,95 Dyckia remotiflora var. indet. §FK0011)
/6 Dyckia remotiflora var. indet. (FK0015)
0,54 Dyckia choristaminea gFKOO 0)
- Dyckia cf. microcalyx (FK0O051)
Dyckia microcalyx (FKO111

1
Eg ckia aff. ibiramensis (z:K0025)

1
D ckia remohﬂora FK0055;
0/228 94/95 Dkala spec. E() )
’ D ks Feban (FKFOK&%Z)
ckia hebdingii
064 [~ Dgck/a A (FKO113)
-l- Dyckia delicata (FK0184
Dyckia elisabethae (FK0219,
0,56 Dyckia brevifolia (FKO067.

74/98 Dyckia niederieinii (FKO1 3)
Dyckia velascana (FK0105)

0,6 |: Dyckia estevesii var. braunu (FK0004)
o 61 Dyck/a estevesu (FKOO!

_,_|_ ,)/ 1V SFKOOSS)
8/&9 Dyckia cf Ieptostachya (FK0115;
Dyckia pumila (FK0093)
Dyckia grandidentata (FK0183)
— ckia aff. brevifolia FK0010)
yckia hebdingii (FKOI
— Dyckla aff. Ieptostachga (7FK0016)
— Dyckia aff. pumila (F
Dyckia ferox (FK0020;

-

0,83
-/90

.99 |
-/63

Dyckia chor/stam)mea (FK0021)

Dyckia ferox (FKO02
Dyckia hebdingii l:(FKO()SB)
— Dyckia rariflora (|

Dyckia braunii (OF K0042)
— Dycma spec. (FK0049
— Dyckia /egtosfachya (FKO! 53%
—— Dyckia ferox (FK0056)
— Dyckia remotiflora (FKO068
— Dyckia maracasensis $= K0087)
—— Dyckia montlcola (FK0088,

ch:a fostenana (FKOO! g
—— Dyckia encholirioides (FK009!
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Abbildung 28: Bayes'sche Analyse auf Basis von phyC
Gezeigt ist der 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus einer Analyse mit MrBayes 3.2.1. Die Analyse wurde in
zwei unabhangigen Laufen mit je 2.500.000 Generationen durchgefiihrt. Von den resultierenden Badumen wurden
10% als Burn-in verworfen. Uber den Asten finden sich die Posterioriwahrscheinlichkeiten aus dieser Analyse,
unter den Asten Bootstrap-Werte aus je 1.000 Wiederholungen einer Parsimonieanalyse und einer RAXML-

Analyse des gleichen Datensatzes (Parsimonieanalyse/RAxML-Analyse).

0,99 Dyckia marnier-lapostollei var. mar. (FlKOOZQ)
0.66 -/75 Dyckia marnier-lapostollei var. est. (FKO030)
y Dyckia aff reitzii (| F(KO% 2%)9)
/- Dyckia platyphylla FK
ckia beateae (FKO09

is (FK0118)

Die Astlangen reprasentieren die

erwartete Menge an substituierten Alignmentpositionen entsprechend der MaRstabsleiste am unteren Bildrand.
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Innerhalb von Dyckia finden sich in allen Baumen diverse Gruppierungen, jedoch gibt es
zwischen den einzelnen Analysen teils gravierende Unterschiede bezlglich Auflésung und
statistischer Unterstlitzung dieser Gruppen. Strenge Widerspriiche zwischen den mit den
verschiedenen Methoden erzeugten Baumen gibt es aber nur wenige. Die geringste
Auflésung zeigt der Strict-Konsensusbaum der Parsimonieanalyse (Anhang 12). Hier wurden
innerhalb von Dyckia lediglich acht Verzweigungen gefunden, von denen wiederum nur vier
Aste Bootstrap-Werte von tber 50% aufweisen. Die Bayes'sche Analyse ergibt innerhalb von
Dyckia 13 zumeist kleine Kladen, die mit allen Ubrigen Vertretern von Dyckia und einigen von
Encholirium in einer groflen unaufgelésten Polytomie stehen (Abbildung 28). Eine hdhere
Auflosung ergibt sich aus der RAxML-Analyse, jedoch liegen die Bootstrap-Werte der
meisten Knoten unter 50% und keine der tieferen Verzweigungen ist durch die Bootstrap-
Analyse gestutzt (Abbildung 27).

Topologische Unterschiede in der Neighbour Joining-Analyse

Die ebenfalls durchgeflihrte NJ-Analyse zeigt Puya als paraphyletisch (62% Bootstrap-Wert)
aullerhalb einer Klade aus Fosterella, Deuterocohnia, Encholirium und Dyckia (81% BS,
Anhang 10 und Anhang 11). Das erwahnte Schwestergruppenverhaltnis von Fosterella und
Deuterocohnia tritt hier nicht auf. Die Gattungen Encholirium und Dyckia bilden wie in den
anderen Analysen ein gemeinsames Monophylum (93% BS). Encholirium besteht aus drei
paraphyletischen Linien, die jeweils durch schwach gestiitzte Aste voneinander getrennt sind
(52% und 55% BS). Die vier Encholirium-Proben, die in den Ubrigen Analysen zu Dyckia

gruppieren, stehen auch hier in einer gemeinsamen Klade mit den Dyckia-Proben.

Indices und Einzelbdume aus der Parsimonieanalyse

Die Zahl der aus der Parsimonieanalyse resultierenden kiirzesten Baume musste kinstlich
auf 100.000 begrenzt werden, da die Analyse sonst zu keinem Ende kam. Fir die
gefundenen Baume mit einer SchrittlAnge von jeweils 299 wurden der Konsistenzindex
(ensemble consistency index) mit CI=0,689 und der Homoplasieindex entsprechend mit
HI=0,311 ermittelt. Fir den Retentionsindex wurde ein Wert von RI=0,890 und fir den

rescaled consistency index ein Wert von RC=0,613 errechnet.

Beobachtete Heterozygotie und Analysen mit reduziertem Datensatz

Es wurden mehrere Versuche unternommen, der Problematik des hohen Anteils von
heterozygoten Alignmentpositionen zu begegnen. Einerseits wurden Positionen geldscht, die

in vielen Proben Heterozygotie aufwiesen. Andererseits wurden ganze Sequenzen solcher
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Akzessionen entfernt, die einen besonders hohen Anteil an heterozygoten Positionen

aufwiesen.

Das Loéschen von Alignmentpositionen, die in mehr als nps Sequenzen Unsicherheiten
enthielten (mit n,s =0, 1, 2, 5, 10), brachte keine Verbesserung der Auflésung oder
statistischen Unterstitzung. Selbst fir hohe Werte von ngs, was einer geringen Zahl
geldschter Positionen entspricht, sank die Auflésung in der Bayes'schen Analyse dagegen
ab (keine Abbildung). Die vollstandige Entfernung aller derjenigen Sequenzen, die an mehr
als einer bestimmten Zahl nsq heterozygote Positionen aufwiesen (mit neq =0, 1, 3, 5, 7, 10)
wirkte sich dagegen positiv auf Auflosung und statistische Unterstiutzung aus. So resultierte

die Entfernung der 26 Sequenzen mit dem groften Anteil heterozygoter Positionen (n_ .. =5)

seq
in der Bayes'schen Analyse in zusatzliche Verzweigungen und generell erhdhten
Posterioriwahrscheinlichkeiten (keine Abbildung). Eine =zuféllige Aufteilung Uberlagerter
Sequenzen in Allele mit dem Programm SeqSplitter erwies sich als nicht praktikabel
(vgl. 2.3.2). Aufgrund der teils stark heterozygoten Proben fiihrte diese Methode bei
unabhangigen Wiederholungen regelmalig zu widersprichlichen Topologien (keine
Abbildungen).

Als optimaler Weg zur Erhdhung der mit phyC erzielbaren Aufldsung erwies sich eine
kombinierte Methode. Zunachst wurde der Datensatz auf 107 Akzessionen von Dyckia und
Encholirium beschrankt, was die Gesamtzahl an Alignmentpositionen mit heterozygoten
Proben erheblich reduzierte. In diesem Datensatz waren 28 vollstandig homozygote
Sequenzen enthalten sowie 25 Sequenzen, die an exakt einer Position einen heterozygoten
Zustand aufwiesen. Innerhalb des verbliebenen Datensatzes wurden alle heterozygoten
Positionen, die auf autapomorphe Merkmalsdnderungen zuriickzufihren waren, als nicht
heterozygot gewertet (zur Erlauterung vgl. 2.3.2). Dies erlaubte die Einbeziehung sieben
weiterer Proben. Auf diese Weise konnten insgesamt 60 Proben von Dyckia und Encholirium
identifiziert werden, deren Sequenzen sich eindeutig in zwei Allele aufteilen lieBen. Inklusive

aller sequenzierter Auflengruppentaxa entsprachen 70 Proben diesen Kriterien.

Die Bayes'sche Analyse des so modifizierten Datensatzes ausschliel3lich fur Dyckia und
Encholirium ist in Abbildung 29 gezeigt. Wie in der Analyse des kompletten Datensatzes ist
Encholirium auch hier paraphyletisch. Drei Encholirium-Proben bilden die Schwestergruppe
zu einer Klade aus der Akzession FK0257, den Ubrigen drei Encholirium-Proben und allen
Akzessionen von Dyckia (Posterioriwahrscheinlichkeit von 0,73). Innerhalb dieser steht die

als Gen. nov. spec. nov. bezeichnete FKO0257 in Schwestergruppenposition zu einem
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— Dyckia dissitiflora (FK0141)
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Abbildung 29: Bayes'sche Analyse auf Basis von phyC mit reduziertem Probenset

Gezeigt ist der 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus einer Analyse mit MrBayes 3.2.1. Verwendet wurde ein
reduziertes Set von Dyckia- und Encholirium-Sequenzen mit geringem Grad an Heterozygotie. Die Analyse wurde
in zwei unabhangigen L&ufen mit je 2.500.000 Generationen durchgefuhrt. Von den resultierenden Baumen
wurden 10% als Burn-in verworfen. Uber den Asten finden sich die Posterioriwahrscheinlichkeiten. Die Astlangen
reprasentieren die erwartete Menge an substituierten Alignmentpositionen entsprechend der Maf3stabsleiste am

unteren Bildrand.
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moderat gestlutzten Monophylum (Posterioriwahrscheinlichkeit von 0,93) aus allen

verbleibenden Proben von Encholirium und Dyckia.

Aus der Analyse des reduzierten Probensets ergeben sich tiefere Verzweigungen und eine
tendenziell bessere statistische Unterstitzung im Vergleich zur Analyse des vollstandigen
Datensatzes. Eine komplette Auflésung wird jedoch nicht erreicht. Drei groRe Kladen von
Dyckia, dazu eine kleinere Klade und zwei einzelne Pflanzen sowie eine von Dyckia und
Encholirium gemeinsam gebildete Klade stehen in einer groRen Polytomie. Infolge der
gemeinsamen Gruppierung von D. pectinata mit einigen Vertretern von Encholirium wird
Dyckia paraphyletisch, allerdings mit schlechter Unterstitzung (Posterioriwahrscheinlichkeit
von 0,63).

3.4 Plastidare Mikrosatelliten (cpSSRs)

3.41 Etablierung von cpSSR-Loci

Bereits aus der optischen Kontrolle der Alignments aller unter 2.2.3.1 angegebenen
plastidaren Loci ergaben sich insgesamt neun Bereiche mit variablen SSRs ausreichender
Lange (Tabelle 10, markierte Loci in Abbildung 14). Bei einem der so identifizierten cpSSRs
handelte es sich um einen zusammengesetzten Mikrosatelliten am Locus atpB-rbcL (DSSR-
LO1). Hier war ein Poly-A-Bereich durch ein einzelnes Cytosin oder Guanin von einem Poly-

T-Bereich abgegrenzt (vgl. auch 3.2.1).

Tabelle 10: Gefundene cpSSR-Loci und entwickelte Primer aus Alignments

Basis fur das Design der Primer war jeweils die Konsensussequenz aus acht Dyckia-Akzessionen (Testset TS2).
Die Angabe des Motivs bezieht sich auf das zugehérige Alignment. Die Lage und die zugehdrigen Positionen der
Loci beziehen sich auf das Plastom von Typha latifolia (Guisinger et al. 2010) und wurden durch Alignments mit
diesem ermittelt.

Locus I(_?gl: tifolia) Z? S/git(,')fr;/e,'g) Motiv Primer-Name Primer-Sequenz (5'-3') Fra?aﬂgg’:
oo apmn. sstzsss Moo SSRGS ST
shic: apbod  sassmst . OSSR Tmmmos gy
ST e
DSSR-L04 ndhA-ntron  126918-127011 (Thorz 3225183:?33 B e 91-94
DSSR-LO5 pefB-Intron  80446-80554  (A)sro...(A)rrs gggs:tgg:?;”y s s 98-108
S U e
DSSR-LO7 trK""W.ps16  4719-4803 (A)io1s 322518;:?33 iyt 78-86
DSSR-LO8 ycf3-Intron 1 46913-46982 (Thoso gggs:tgg:?;”y e R RoAoATeoToS 69-70
DSSR-L09  trmEYe-tmTeeV  33645-33767 (Mo DaSRLOG oy ATTCAGOACCARARAATGRS 118-123
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Weitere cpSSRs konnten durch 454-Sequenzierung einer Akzession der Art Dyckia marnier-
lapostollei in Kooperation mit T. Wohrmann (Universitat Kassel) und Dr. B. Huettel (MPI fur
Zichtungsforschung Koéln) ermittelt werden (vgl. 2.2.5.1). Die 454-Sequenzierung lieferte
insgesamt 59.624 Einzelsequenzen. Der Abgleich des Plastoms von Typha latifolia gegen
diesen Datensatz mittels des BLAST-Algorithmus (Altschul et al. 1997) identifizierte 3.826
(6,4%) der Sequenzen als plastidaren Ursprungs. Die Assemblierung der plastidaren
Sequenzen lieferte 77 Contigs mit Langen zwischen 89 und 14.880 bp. Insgesamt
12 Fragmente blieben als Singletons Ubrig. Diese insgesamt 89 Sequenzen wiesen
zusammen eine Lange von 139.839 bp auf. Bei einer Lange des Plastoms von T. /atifolia von
161.572 bp entspricht dies einer Abdeckung von 86,55%, wenn die aus IR-Bereichen

stammenden Sequenzen doppelt gezahlt werden (vgl. 2.2.3.1).

Die Suche nach Mononukleotid-Repeats in diesem Datensatz resultierte in einer Gesamtzahl
von 181 SSRs mit sieben oder mehr Einheiten. Eine Ubersicht liber deren Langenverteilung
findet sich in Tabelle 11. Von den 30 gefundenen SSRs mit 10 oder mehr Nukleotiden Lange
waren drei schon aus den mit Sanger-Sequenzierung gewonnenen Alignments bekannt
(Tabelle 10). Zwei weitere befanden sich am unmittelbaren Anfang oder Ende der
Sequenzen, flankierende Regionen fehlten. Fir die 25 verbliebenen cpSSRs wurden

flankierende Primerpaare entwickelt (Tabelle 12, markierte Loci in Abbildung 14).

Tabelle 11: Gefundene SSRs im 454-Datensatz
Gezeigt ist, wie viele Mononukleotid-Repeats (A- oder T-Motive) bestimmter Lange innerhalb des mittels
454-Pyrosequenzierung gewonnenen Datensatzes fiir Dyckia marnier-lapostollei gefunden wurden.

SSR-Lange 7 bp 8 bp 9 bp 10bp 11bp 12bp 13bp 14bp 15bp 16bp =7bp =10bp
Anzahl 88 37 26 12 7 6 1 1 1 2 181 30

Die Amplifikationstests lieferten fur 30 der 34 untersuchten Loci distinkte Einzelbanden fur
alle drei untersuchten Arten (Abbildung 30 und Tabelle 13). Neun Loci zeigten keine
Langenvariabilitdt zwischen den drei Arten, in acht Fallen waren die Mononukleotid-Repeats
in D. dissitiflora und D. pernambucana teils deutlich kirzer als in D. marnier-lapostollei. In
einem Fall (DSSR-L05) waren die SSR-Bereiche insgesamt deutlich kirzer als erwartet. Die
zehn Loci, die fur alle Proben Amplifikate zeigten und gleichzeitig Langenpolymorphismen
aufwiesen, wurden zur genaueren Charakterisierung weiter verwendet. Weitere zwei Loci
waren zwar innerhalb der drei Arten zwar nicht variabel, wiesen aber vielversprechende
absolute SSR-Langen auf und wurden daher ebenfalls als aussichtsreiche Kandidaten

angesehen und weiter verwendet.
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Tabelle 12: Gefundene cpSSR-Loci und entwickelte Primer aus 454-Daten
Die Lage und die zugehdorigen Positionen der Loci beziehen sich auf das Plastom von Typha latifolia (Guisinger et
al. 2010) und wurden durch Alignments mit diesem ermittelt. Fir weiter verwendete Loci wurde das Motiv durch
Re-Sequenzierung verifiziert (*). Der Locus DSSR-N22 liegt in den IR-Regionen des Plastoms, weshalb zwei
Positionen angegeben sind.

Locus I(_?QI:tifolia) Z? Slgit?fgﬁg) Motiv Primer-Name Primer-Sequenz (5'-3") Frag?;igte-
osswan g s Mo DRI GLOMREEE
sz pnrs s M BSENEM Tmmomn g
DSSR-NO3  atpF-Intron 13648-13745  N(T)iC(T)sY(T): gggg:mgg:?gg TATAATCAACHATONTIRCC 98
DSSRNO4 clpP-intron 1 7625476340 (T)" DSSRNDI rev  TTTNAATAGARAGRAGACCC 87
DSSRNOS  cloPintron 1 7634576429 (A" DSSRNDS fev  ARCAATACATCAATGATAGE 85
DSSR-NOG pstB-pshT 7907279134 (To DSSRANGE 6y CAAGATTICTCTGATAGCS 63
osswanr e T e SRR mmuomomes
DSSRNOS rpl20-pst2 7419874261 (AyoN DSSRNOS 16v  GOATAGARACGATGGARCCC 64
DSSR-N09 clpP-Intron 2 75545-75624  TN(T)s» ngg;“ggi‘;"g CARMCTITCCTTITOATACS 80
ossRAt0 ez Tomerses s DSEMOm mumuensconr o
DSSRNT1 nahGondhl - 125148125247 ()’ DSSRNT row  ARATTTAAACTACATATICC 100
DSSR-N12 tmG**intron  10253-10317  N(T)o DSSRNIZ Yoy  GRARTARAGTTTTTGATCOS 65
DSSR-N13 afpFiintron  13436-43507  (N)s(T) DSSRNIaYev  ACARACAGAARAGAGAGGGC 72
DSSR-N14. ndhkinhdC  63433-53515  N(T)o DSSRAN14 oY ATGCATOBCORAAAGEAGGS 84
oS b g @ OSENEM cmeommronc
sssnats piowss  omesw M BSENEM mmcmmsows
sssnar pepz  wewsss M. BSENIM SEEmEIONS
ossnae pcon sorase e BSRNEM mpomicines
DSSRN19 accD-psal 6255362645 (T)uN DSSRNIS Tov  ARAGTCTAACTIATATCAC 03
DSSR-N20 poti-psb)  67780-67879  (W)(T) DSSRANZO o AGGAGTICCOATAGACCEGS 100
DSSRN21 rpsti-rpid6 8462664688 (Tho DSSRN2Ifev  GACTTTCTAARATAAGTACC 61
oz e GMREL 0. SNMEN mowenmne g
ossnzs mese swseson M. SSENE DEMONOTE
e app smese @, QSR mocmcenoc
s pen  wmeo m. QRSN Dmoscocoac

98



Ergebnisse

Tabelle 13: Test aller entwickelter cpSSR-Primer auf Funktionalitat und Variabilitat

Beobachtete Amplifizierbarkeit von cpSSR-Bereichen mittels spezifisch entwickelter flankierender Primer und
Variabilitdt zwischen den drei Arten Dyckia marnier-lapostollei (FK0030), D. dissitiflora (FK0141) und
D. pernambucana (FK0171). Legende: ': Die Lange des cpSSRs fiir D. marnier-lapostollei ist nicht bekannt,
angegeben ist die Langenvariabilitat innerhalb von acht Akzessionen des Testsets TS2 (vgl. 2.1). 2: Die Lange
des cpSSRs fir D. marnier-lapostollei wurde aus dem 454-Datensatz entnommen, obwohl die Primer aus dem
Alignment des Testsets TS2 entwickelt wurden. *: Die Lange des cpSSRs fiir D. marnier-lapostollei wurde durch
klassische Sequenzierung ermittelt.

Locus Name FK0030 FKO0141 FKO0171 Bemerkungen charakterisiert
DSSR-LO1 75 73 75 ja
DSSR-L02 762 69 71 deutlich kiirzer in FK0141 und FK0171 -
DSSR-L03 66-69° +0 +0 monomorph zwischen drei Arten -
DSSR-L04 94 98 99 ja
DSSR-L05 98-108" 10 -5 insgesamt kurze SSR-Langen -
DSSR-L06 77 79 78 ja
DSSR-L0O7 78-86" -5 -5 deutlich kiirzer in FK0141 und FK0171 -
DSSR-L08 69-70" +0 +0 monomorph zwischen drei Arten -
DSSR-L09 1193 117 117 kirzer in FKO141 und FK0171 -
DSSR-N01 102 102 102 monomorph zwischen drei Arten ja
DSSR-N02 97 96 96 kirzer in FK0141 und FK0171 -
DSSR-N03 98 Ausfall Ausfall  keine Amplifikate fir FK0141 und FK0171 -
DSSR-N04 87 91 91 ja
DSSR-N05 85 86 85 ja
DSSR-N06 63 63 63 monomorph zwischen drei Arten -
DSSR-N07 74 74 74 monomorph zwischen drei Arten ja
DSSR-N08 64 63 63 kirzer in FKO141 und FK0171 -
DSSR-N09 80 78 78 kirzer in FKO141 und FK0171 -
DSSR-N10 79 81 79 ja
DSSR-N11 100 99 97 ja
DSSR-N12 65 63 63 kirzer in FKO141 und FK0171 -
DSSR-N13 72 72 72 monomorph zwischen drei Arten -
DSSR-N14 83 83 83 monomorph zwischen drei Arten -
DSSR-N15 64 65 65 ja
DSSR-N16 90 90 90 ja
DSSR-N17 169 166 166 kirzer in FKO141 und FK0171 -
DSSR-N18 63 68 66 ja
DSSR-N19 93 90 95 schwaches Amplifikat fiir FKO141 -
DSSR-N20 100 100 100 schwaches Amplifikat fir FKO030 -
DSSR-N21 61 61 61 monomorph zwischen drei Arten -
DSSR-N22 78 Ausfall Ausfall  keine Amplifikate fir FK0141 und FK0171 -
DSSR-N23 105 Ausfall 110 schwaches Amplifikat flir FKO030, kein Amplifikat fir FK0141 -
DSSR-N24 97 97 97 zwei Banden, jeweils monomorph -
DSSR-N25 60 60 60 monomorph zwischen drei Arten -

Die 12 ausgewahlten Loci wurden fiir den gesamten unter 2.2.5.2 beschriebenen Probensatz
analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 zusammengestellt, die Lage dieser Loci auf
dem Plastom ist in Abbildung 14 durch rote Rechtecke gekennzeichnet. Innerhalb von
Dyckia wurden bei 540 einzelnen Reaktionen lediglich sechs Ausfalle beobachtet. Von den
156 Reaktionen fur Auflengruppentaxa ergaben 29 kein Produkt. Innerhalb von D. dissitiflora
waren sieben der 12 Loci monomorph. Drei Loci zeigten je zwei verschiedene Allele und

zwei Loci jeweils drei verschiedene Allele. Fur die vier Proben von D. limae waren neun Loci
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Abbildung 30: Amplifikation von cpSSR-Loci fiir ein Set aus drei Dyckia-Arten

Pro Locus ist jeweils das PCR-Produkt von D. marnier-lapostollei var. estevesii (FK0030), D. dissitiflora (FK0141)
und D. pernambucana (FK0171) aufgetragen (von links nach rechts). Die Elektrophorese erfolgte auf
Polyacrylamid-Sequenziergel. Als Langenstandard wurde hier abweichend von anderen Analysen die
T-Sequenzierreaktion am Locus ccmp2 (Weising & Gardner 1999) von Macaranga indistincta verwendet
(GenBank-Nummer: DQ358512).

monomorph und drei zeigten jeweils zwei verschiedene Allele. Innerhalb von
D. pernambucana waren sechs Loci monomorph. Vier Loci zeigten je zwei verschiedene
Allele und zwei Loci jeweils drei verschiedene Allele. Die Variabilitdt innerhalb aller 45
untersuchten Dyckia-Proben aus 19 Arten lag je nach Locus zwischen drei und 10
verschiedenen Allelen (Tabelle 14). Innerhalb der udbrigen Pitcairnioideae lag die
Erfolgsquote flir Encholirium bei 96%, fur Deuterocohnia bei 79%, fir Fosterella bei 71% und
flr Pitcairnia bei 79%. Die Ubertragbarkeit der cpSSR-Marker war auch fiir Mitglieder
anderer Unterfamilien hoch. Fur Puya lieferten 79% der Reaktionen ein Produkt, flir Ananas

83%, fur Hechtia 92% und fur Tillandsia 75% (Tabelle 14 und Anhang 19).

Die Sequenzierung der PCR-Produkte aller 12 Loci fir die Proben FK0030 (D. marnier-
lapostollei) und FK0178 (D. pernambucana) verlief in allen Fallen erfolgreich und die
Sequenzen waren gut auswertbar. Insbesondere die Lange der SSR-Bereiche liel3 sich in

allen Fallen eindeutig bestimmen. Durch Vergleich der so fiur D. marnier-lapostollei (FKO030)
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gewonnenen Sequenzen mit den 454-Daten lielen sich Rickschlisse auf die Qualitat
letzterer ziehen. So wurde deutlich, dass die mittels der 454-Methode gewonnenen
Sequenzen in Bereichen von Mononukleotid-Repeats haufig weniger Nukleotide aufwiesen
als gemal der Re-Sequenzierung tatsachlich vorhanden waren. Die Ergebnisse der
Re-Sequenzierung wurden zur Eichung aller gewonnenen Daten verwendet, indem die fir
FK0178 sequenzierten Produkte auf allen Gelen als Referenz mit aufgetragen wurden. Die
absoluten Fragmentlangen aller anderen Proben wurden dann durch Vergleich mit dieser
Probe bestimmt. Flir D. marnier-lapostollei (FKO030) wurden Sequenzen aller 12 Loci in der
GenBank hinterlegt (GenBank-Nummern JQ743912-JQ743923).

Tabelle 14: Eigenschaften 12 naher charakterisierter cpSSR-Loci

Angegeben sind jeweils die Zahl der gefundenen Allele und der Bereich beobachteter Langen. Fir D. dissitiflora
wurden drei Populationen mit je vier Individuen untersucht. Fur D. limae wurde eine Population mit vier Individuen
und von D. pernambucana drei Populationen mit je vier Individuen untersucht. Die Variabilitdt innerhalb von
Dyckia bezieht sich auf alle 28 Proben von D. dissitiflora, D. limae und D. pernambucana zuzuglich 17 weiterer
Akzessionen aus 16 verschiedenen Arten der Gattung, also insgesamt 19 Arten in 45 Akzessionen. Fir weitere
Gattungen der Unterfamilien Pitcairnioideae (En: Encholirium, De: Deuterocohnia, Fo: Fosterella, Pi: Pitcairnia),
Puyoideae (Pu: Puya), Bromelioideae (An: Ananas), Hechtioideae (He: Hechtia) und Tillandsioideae
(Ti: Tillandsia) wurde lediglich angegeben, ob aus der PCR fur wenigstens eine Probe ein Fragment in der
erwarteten GréRenordnung resultierte.

D. dissitiflora D. limae D. pernambucana Dyckia ) .
N . . . En De Fo Pi Pu An He Ti
Allele Langen Allele Langen Allele Langen Allele Léangen

DSSR-LO1 2 75,76 2 76,77 3 75,76, 77 9 70-78 + + 4+ + + + + -
DSSR-L04 1 98 1 99 3 97, 98, 99 6 94-99 + + + + + + + +
DSSR-L06 2 79, 80 1 78 1 78 8 73-82 + + + + + + + +
DSSR-NO1 1 102 1 102 1 102 8 98-109 + + + + + + + +
DSSR-N04 1 91 1 91 2 91, 92 8 87-98 + + - - - - - -
DSSR-N05 1 86 2 85, 86 2 85, 86 4 84-87 + + + + + + + +

DSSR-N07 1 74 1 74 1 74 5 71-75 + + - + +
DSSR-N10 2 79, 81 1 79 1 79 3 79-81 + + 4+ + + + + +
DSSR-N11 3 96, 99, 100 1 98 2 97, 98 10 94104 + + + - - - + -
DSSR-N15 1 65 1 65 1 65 3 64-66 + + + + + + + +
DSSR-N16 1 90 1 90 1 90 5 87-91 + + + + + + + +
DSSR-N18 3 68, 72,73 2 62, 66 2 66, 67 9 62-73 + + + + + + + +

3.4.2 Anwendung ausgewahlter cpSSRs fiir Verwandtschaftsanalysen

Die 12 etablierten cpSSR-Loci wurden fur weitere Proben von Dyckia und Encholirium
untersucht. Insgesamt ergab sich ein Satz von 77 Akzessionen von Dyckia, neun von
Encholirium und einer Deuterocohnia brevispicata, fur die sowohl Sequenzen sechs
plastidarer Loci sowie Daten aller cpSSR-Loci vorlagen (vgl. Tabelle 1). Fur diese 87 Proben
wurden Bayes'sche Analysen sowohl des reinen cpSSR-Datensatzes (Abbildung 31), als
auch des kombinierten Datensatzes aus Sequenzdaten und cpSSR-Daten durchgefuhrt

(Abbildung 32). Fur diesen Zweck wurden die Daten in die Form eines Alignments Uberfuhrt
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Abbildung 31: Bayes'sche Analyse auf Gattungsebene mit 12 cpSSR-Loci
Gezeigt ist der 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus einer Analyse mit MrBayes 3.2.1. Die Analyse wurde in
zwei unabhangigen Laufen mit je 1.000.000 Generationen durchgefihrt. Von den resultierenden Baumen wurden
10% als Burn-in verworfen. Uber den Asten finden sich die Posterioriwahrscheinlichkeiten. Die Astlangen
reprasentieren die erwartete Menge an substituierten Alignmentpositionen entsprechend der Mal3stabsleiste am
unteren Bildrand. Die Markierungen am rechten Bildrand entsprechen denen aus Abbildung 18. Nummern
verweisen auf Gruppenzugehdrigkeit (1: zentralbrasilianische Klade, 2: siidbrasilianische Klade, 3: basale Linie,

4: zueinander gehorig).
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Abbildung 32: Kombinierte Bayes'sche Analyse von cpSSR- und Sequenzdaten
Untersucht wurden 12 cpSSR-Loci und die sechs sequenzierten plastidaren Loci. Gezeigt ist der 50% Majority
Rule-Konsensusbaum aus einer Analyse mit MrBayes 3.2.1. Die Analyse wurde in zwei unabhangigen Laufen mit
je 1.000.000 Generationen durchgefiihrt. Von den resultierenden Baumen wurden 10% als Burn-in verworfen.
Uber den Asten finden sich die Posterioriwahrscheinlichkeiten. Die Astlangen repréasentieren die erwartete Menge
an substituierten Alignmentpositionen entsprechend der MafRstabsleiste am unteren Bildrand. Die Markierungen
am rechten Bildrand entsprechen denen aus Abbildung 18.
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wie in 2.3.1 beschrieben. Als Substitutionsmodell fir die cpSSR-Daten kam jeweils GTR+I+G
zum Einsatz, fur die Ubrigen Loci jeweils das optimale gefundene Modell (vgl. 3.2.2). Der
reine cpSSR-Datensatz wies 106 variable Merkmale auf, von denen 91 potentiell parsimonie-
informativ waren. Der kombinierte Datensatz zeigte 262 variable Merkmale, von denen 157

parsimonie-informativ waren.

Die Analyse der reinen cpSSR-Daten (Abbildung 31) zeigt gewisse Ubereinstimmungen mit
den auf Basensubstitutionen beruhenden Baumen (Abbildungen 18-21) insbesondere in
abgeleiteten kleineren Kladen, aber auch gravierende Unterschiede. In allen Analysen ist
Dyckia monophyletisch und Encholirium paraphyletisch. Die Reihenfolge, in der die
einzelnen Linien von Encholirium zwischen Deuterocohnia brevispicata und Dyckia
angeordnet sind, unterscheidet sich allerdings. Innerhalb der monophyletischen Gattung
Dyckia (PP=0,92) zweigen zwei friihe Linien ab. Die sich zuerst abspaltende Linie wird von
D. leptostachya (FK0053) gebildet, welche in den anderen Baumen innerhalb einer kleinen
Klade von Core-Dyckia steht. Eine weitere fruh abzweigende Linie fasst vier Akzessionen
zusammen, die sonst innerhalb der zentralbrasilianischen und der sudbrasilianischen Klade
stehen. Alle Gbrigen Akzessionen von Dyckia bilden ein gestitztes Monophylum (PP=0,86).
Die in den auf Substitutionen beruhenden Baumen aufierhalb von Core-Dyckia stehende
D. beateae (FK0091) steht hier in abgeleiteter Position gemeinsam mit einigen Vertretern der
zentralbrasilianischen Klade. Weder die zentralbrasilianische noch die sudbrasilianische
Klade werden in der Analyse der reinen cpSSR-Daten gefunden. Die argentinische und die
paraguayische Klade bleiben dagegen mit schwacher bis moderater statistischer
Unterstutzung (PP=0,95 und PP=0,78) erhalten.

Die Analyse des kombinierten Datensatzes weist keine wesentlichen Widerspriche zur
Analyse der reinen Sequenzdaten auf, stellenweise unterscheiden sich aber Auflosung und
statistische Unterstitzung (Abbildung 33). Dyckia beateae (FK0091) steht wie in der Analyse
der reinen Sequenzdaten in Schwestergruppenposition zum Monophylum von Core-Dyckia
(PP=1). Hierin nehmen D. aff. reitzii (FKO050) und D. maritima (FK0092) eine Stellung als
Schwestergruppe zu den Ubrigen Proben ein, was aber kaum gestutzt ist (PP=0,53). Alle
Ubrigen groRReren Kladen innerhalb von Core-Dyckia sind identisch mit der Analyse der

reinen Sequenzdaten.

Innerhalb der paraguayischen Klade finden sich keinerlei Widerspriiche zwischen allen drei
Analysen. Die Klade selbst und die meisten Verzweigungen werden in beiden
Einzelanalysen gefunden, der kombinierte Datensatz liefert die beste Auflésung und

Unterstutzung. Die Topologie innerhalb der argentinischen Klade widerspricht sich teilweise
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zwischen den Analysen. Die kombinierte Analyse zeigt allerdings keine Widerspriche zur

ausschlief3lich auf Sequenzdaten beruhenden Phylogenie.
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4 Diskussion

4.1 Methodische Aspekte

4.1.1 DNA-Isolation

Das Protokoll zur DNA-Isolation mit vorhergehenden Waschschritten nach Tel-Zur et al.
(1999) war bereits in der vorausgegangenen Diplomarbeit optimiert und ausgiebig getestet
worden (Krapp 2009). Die Qualitat der mit dieser Methode isolierten DNA erwies sich auch in
der vorliegenden Arbeit als durchgehend sehr hoch. So zeigte sich auf den Agarosegelen
kaum niedermolekularer Schmier. Die deutet auf eine sehr effektive Verhinderung von
Degradation durch DNasen hin, was in den vorgeschalteten Waschschritten begriindet sein
mag. Ferner zeigte sich nach dem Trocknen der DNA wahrend der Isolation regelmalfiig ein
vollig hyalines Pellet, ein Indiz flir besonders reine DNA. Nach der Losung der DNA in
TE-Puffer zeigte sich jeweils eine vollig klare Losung. Somit scheint die Entfernung
cytoplasmatischer Bestandteile und des Vakuoleninhalts vor der Lyse der Organellen sehr
gut funktioniert zu haben. Aus samtlichen DNA-L6sungen lieRen sich alle fir die
phylogenetischen Studien verwendeten verwendeten plastidaren und nukledren Loci gut
mittels PCR amplifizieren. Dies zeigt die konstante Qualitat bezlglich der Menge an
hochmolekularer DNA und der erfolgreichen Entfernung PCR-inhibitorischer Bestandteile

des Pflanzengewebes.

Far die von Kooperationspartnern nach der klassischen CTAB-Methode nach Doyle & Doyle
(1987) isolierte DNA zeigte die Mengenanalyse auf Agarosegelen stark variierende
Konzentrationen. Einige Proben zeigten gar keine detektierbaren Mengen an DNA. Der
Anteil an degradierter DNA, der als Schmier im niedermolekularen Bereich sichtbar wurde,
war in vielen Fallen recht hoch. Die PCR fiir plastidare Loci funktionierte fiir die meisten
dieser Proben gleichwohl recht gut. Dagegen erwies sich die Amplifikation des nuklearen
Locus phyC teilweise als schwierig. Ein Einfluss inhibitorischer Stoffe erscheint hier eher
unwahrscheinlich, da auch die Verdinnung der Templat-DNA in der PCR keine
Verbesserung brachte. Eine Erhdhung der eingesetzten Templatmenge hingegen
verbesserte die Ergebnisse flr die meisten Proben in ausreichendem Mafe. In einigen
Fallen gelang die Amplifikation von phyC jedoch nur fir die beiden Teilabschnitte a und b,
das Gesamtfragment war nicht zu gewinnen. Dies kdnnte in einer zu geringen Konzentration
an Templat-DNA oder einem Mangel an ausreichend hochmolekularen DNA-Fragmenten

begriindet sein.
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Im direkten Vergleich damit zeigt die Variante der CTAB-Methode mit vorgeschalteten
Waschschritten nach Tel-Zur et al. (1999) die eindeutig besseren Ergebnisse. Wahrend die
DNA-Ausbeute in der gleichen GréRenordnung liegt wie bei der Anwendung der klassischen
CTAB-Methode fur andere Bromelienarten (z. B. Wagner 2007), ist die DNA deutlich weniger
degradiert und zeigt keine auf Kontaminationen hindeutende Verfarbung. Die Amplifikation
insbesondere nukleadrer Loci wie phyC erfordert eine solche hohe DNA-Qualitat, was den

hohen Aufwand der verwendeten Methode rechtfertigt und nétig macht.

4.1.2 Charakterisierung verschiedener plastidarer Loci

rpl32-trnL

Die in dieser Arbeit mit 12,4% beobachtete Variabilitdt iber den gesamten Probensatz
inklusive Auf3engruppen hinweg deckt sich in etwa mit den Erwartungen fir die Familie der
Bromeliaceae, die ja generell flr eine geringe Variabilitdt im Plastom bekannt ist (Givnish et
al. 2011). Die Akzessionen von Dyckia zeigen mit 2,6% aber nur wenige
Sequenzunterschiede. In einem anderen Verwandtschaftskreis (Cistaceae) wurde ein
vergleichbar niedriger Wert von 2,2% bereits innerhalb einer einzelnen Art, Cistus creticus,
gefunden (Falchi et al. 2009). Innerhalb von drei auf Hawaii endemischen Arten der Gattung
Plantago (Plantaginaceae) ermittelten Dunbar-Co etal. (2008) sogar eine beachtliche
Variabilitat von 8,4%. Unter den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Loci zeigt rp/32-trnL
gleichwohl die zweithochste Variabilitat. Zwar ist der methodische Aufwand infolge der
Notwendigkeit einer Sequenzierung in zwei Teilstlicken sehr hoch, dennoch liefert der Locus

einen wertvollen Beitrag zum gesamten Datensatz.

rps16-trnK

Der Locus rps16-trnK wurde bisher selten in phylogenetischen Studien eingesetzt, obwohl
Shaw et al. (2007) ihn als Uberdurchschnittlich variabel diagnostizierten. Die Sequenzierung
in drei Teilstiicken stellt einen erheblichen methodischen Aufwand dar, ist aber aufgrund der
zwei teils sehr langen und fir die Sequenzierung problematischen SSR-Bereiche
erforderlich. Der Aufwand erscheint dadurch gerechtfertigt, dass rps16-trnK unter den
getesteten plastidaren Loci die mit Abstand hochste fir Dyckia beobachtete Variabilitat von
3,7% aufweist und einen groRen Teil der aus dem gesamten Datensatz resultierenden

Auflésung beisteuert.

matK Teil a

Schulte et al. (2009) ermittelten flir matK eine Variabilitdt von 7,5% innerhalb von 48 Taxa

der Bromelioideae. Dieser Wert ist durchaus mit dem hier fiir die Pitcairnioideae und Puya
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beobachteten Wert von 9,2% vergleichbar. Die Variabilitat innerhalb von Dyckia liegt mit
2,0% im Vergleich mit den Ubrigen hier untersuchten Loci im Mittelfeld. Verglichen mit
anderen Pflanzengruppen ist Dyckia aber auch hier sehr merkmalsarm. So fanden Miiller &
Borsch (2005) innerhalb der Gattung Utricularia (Lentibulariaceae) eine Variation von 10,5%.
Der Locus matK ist einfach zu amplifizieren und die Sequenzqualitat ist durchweg hoch.
Zwar ist die ausschlieBlich mit diesem Locus erzielte Auflésung gering, dennoch steuert

matK wertvolle Merkmale zum gesamten Datensatz bei.

rps16-Intron

Flr 122 Proben aus drei Unterfamilien der Bromeliaceae beobachteten Barfuss et al. (2005)
eine Variabilitdt innerhalb des rps16-Introns von 20,5%. Berlcksichtigt man die gréRere
taxonomische Spannweite in der Arbeit von Barfuss et al. (2005), so ist dies durchaus mit
dem hier fUr die Pitcairnioideae und Puya ermittelten Wert von 9,4% vergleichbar.
Watts et al. (2008) ermittelten im Vergleich von sechs Arten der Gattung Chusquea
(Poaceae) eine Variabilitat von 3,8% flr die als besonders variabel geltende Domane IV
dieses Introns. Innerhalb von Dyckia zeigt sich mit 2,0% lediglich knapp die Halfte dieses
Wertes. Unter den verwendeten Loci liegt das rps16-Intron damit im Mittelfeld, liefert aber

wichtige Merkmale insbesondere zur Identifikation kleinerer Kladen innerhalb von Dyckia.

petD-Intron

Das petD-Intron wurde von Watts et al. (2008) als weniger variabel im Vergleich zu anderen
Klasse ll-Introns des Plastoms beschrieben. Zwischen sechs Arten der Gattung Chusquea
(Poaceae) zeigte sich bei Watts et al. (2008) eine Variabilitdt von lediglich 1,2%. Bei den
Vortests in Dyckia erwies sich der Locus aber als durchschnittlich variabel und technisch
sehr einfach handhabbar. Die Variabilitat des petD-Introns ist innerhalb von Dyckia mit nur
0,9% allerdings geringer als in allen anderen verwendeten Loci. Nichtsdestotrotz stiitzen die
Sequenzdaten dieses Locus einige Kladen. Mit 9,6% Variabilitat im gesamten Probensatz
liefert das petD-Intron auch wichtige Merkmale flr Beziehungen zu den Auf3engruppen. Auch

die einfache Amplifikation und hohe Sequenzqualitat rechtfertigen die Verwendung.

trnD-trnT

Fir den Locus trnD-trnT wurde von Watts et al. (2008) eine Variabilitdt von 4,0% zwischen
sechs Arten der Gattung Chusquea (Poaceae) gefunden. Auch Shaw etal. (2007)
beschrieben den Locus als uberdurchschnittlich variabel. Innerhalb von Dyckia ist die
Variabilitdt mit 1,1% aber sehr gering. Auch fir den gesamten Probensatz zeigt sich mit

8,3% ein besonders geringer Wert. Relativiert werden diese Werte aber durch die grofRe
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Lange des Alignments, die aus grofen Insertionen in Sequenzen von Aulengruppentaxa
resultiert. Betrachtet man die absolute Zahl an Substitutionen, so ist trnD-trnT durchaus

vergleichbar mit matK.

Eignung der ausgewéhlten Loci

Die Sequenzvariabilitdt der Plastome innerhalb der Gattung Dyckia ist offenbar generell sehr
gering. So wurden vergleichbare Werte flir andere Pflanzengruppen teilweise schon
innerhalb einzelner Arten gefunden. Innerhalb von Gattungen anderer Pflanzenfamilien
wurden haufig vielfach hohere Werte beobachtet. Innerhalb der Bromeliaceae ist die
Variabilitat des Plastoms zwar ohnehin bekanntermalien gering (z. B. Givnish et al. 2011),
doch Dyckia scheint selbst fur diese Verhaltnisse ein ausgesprochen uniformes Plastom zu

besitzen.

Unter den hier untersuchten Bereichen des Plastoms erwiesen sich die sechs letztlich
ausgewahlten Loci als vergleichsweise vielversprechend. Allerdings reicht auch die in den
uber 6.000 bp Alignment-Lange enthaltene Information noch nicht aus, um eine bis ins Detail
aufgeldste Phylogenie von Dyckia zu rekonstruieren. Eine vergleichbare Datenmenge lieferte
fur die gleichfalls zu den Pitcairnioideae zahlenden Gattung Fosterella sehr viel besser
aufgeléste Baume (Rex et al. 2009; Wagner et al. 2012). Fiur eine deutliche Erhéhung der
Auflosung ware entweder die intensive Suche nach weiteren besonders variablen Loci oder
die vergleichende Sequenzierung kompletter Plastome nétig. Ob sich dieser enorme

Aufwand aber lohnen wiirde, bleibt fraglich.

4.1.3 Phytochrom C (phyC)

Der Locus phyC wurde bereits bei einer breiten Palette von Pflanzenarten sequenziert, unter
anderem auch bei Bromelien. Jabaily & Sytsma (2010) sequenzierten das Exon 1 von phyC
fur ein Probenset aus Puyoideae, Bromelioideae, Pitcairnioideae und einer Hechtia und
beobachteten eine Variabilitdt von 17,0%. Innerhalb von Puya alleine zeigte sich ein Wert
von 5,6%. Innerhalb der 75 von Jabaily & Sytsma (2010) untersuchten Proben wiesen 24
Sequenzen allelische Variation auf. Diese enthielten dann jeweils 1-15 heterozygote

Positionen (durchschnittlich 3,5) pro Sequenz.

Edwards et al. (2005) ermittelten innerhalb von 34 Vertretern der Cactaceae eine Variabilitat
von 35,3% im Exon 1 von phyC. Die PCR-Produkte wurden fur diese Arbeit vor der
Sequenzierung kloniert und die allelische Variation wurde als gering angegeben. Innerhalb
von 91 Akzessionen der Gattungen Macaranga und Mallotus sowie einiger weiterer

Euphorbiaceae fanden Kulju et al. (2007) fir ein kiirzeres Stiick des Exons 1 von phyC einen
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Anteil parsimonie-informativer Merkmale von 18,5%. Die allelische Variation innerhalb

einzelner Sequenzen, sofern vorhanden, betrug bis zu 14 Positionen.

In der vorliegenden Arbeit wurden mit 16,3% Variabilitat fur den gesamten Probensatz und
5,7% innerhalb von Dyckia beinahe identische Werte wie bei Jabaily & Sytsma (2010) fir
Puya ermittelt. Innerhalb von Dyckia wiesen 74% der Sequenzen zwischen einer und 21
heterozygote Positionen auf (durchschnittlich 3,9). Auf den gesamten Probensatz bezogen
zeigten 72% der Sequenzen durchschnittlich 4,2 heterozygote Positionen. Somit scheint der
Umfang heterozygoter Positionen pro Sequenz zwischen Gattungen und Unterfamilien der
Bromeliaceae vergleichbar zu sein. Auch fir die Euphorbiaceae wurden vergleichbare Werte
gefunden. Der Anteil vollig homozygoter Proben ist aber fur Dyckia und andere

Pitcairnioideae offenbar sehr viel geringer als beispielsweise fir Puya.

Fir das Exon 1 des nuklearen Gens phyC konnten letztlich fir alle untersuchten Proben gute
Sequenzdaten produziert werden. Als besonders ginstig erwies sich der Umstand, dass auf
die Klonierung der PCR-Produkte verzichtet werden konnte. Die teilweise schwierige
Amplifikation, die hohen Anspriche an die Qualitdt der Templat-DNA und die ndétige
besonders sorgfaltige Editierung machen Untersuchungen dieses Locus dennoch sehr
aufwandig. Bedauerlicherweise wurde trotz der hohen Sequenzvariabilitdt nur eine recht
geringe Auflésung der Phylogenien beobachtet, insbesondere innerhalb der Gattung Dyckia
selbst. Bisher wurde aber noch kein nukledrer Locus identifiziert, der fur Dyckia besser
geeignet ware. Zwar konnte Klein (2012) im Rahmen einer Diplomarbeit zeigen, dass die
Loci g3pdh (kodierend fur Glyceraldehyd-3-Phosphodehydrogenase) und rpb2 (kodierend fur
die grof3e Untereinheit der RNA-Polymerase Il) flr Dyckia prinzipiell verwendbar sind, die

bisher erzielte Auflésung ist jedoch flir beide Loci noch geringer als bei phyC.

4.1.4 Verwendete Methoden zur Datenanalyse

Alignment und Behandlung von Indels

Das Alignment der plastidaren Sequenzen war in fast allen Fallen zweifelsfrei mdglich. In
sehr wenigen Fallen gab es mehr als eine Mdglichkeit, einzelne Bereiche unter Annahme
eines Minimums zur Erklarung nétiger evolutiver Schritte zu alignieren. Zumeist fanden sich
solche Probleme bei Substitutionen innerhalb von SSR-Bereichen, welche ohnehin nicht in
die Analysen einbezogen wurden. Eine Veranderung der erzielten phylogenetischen Baume
durch abweichendes Alignment einzelner Bereiche kann aber faktisch ausgeschlossen
werden. Fir den Locus phyC wurden keinerlei Indels beobachtet, was das Alignment

ohnehin eindeutig macht.
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Indels und SSRs wurden in allen Analysen generell nicht berlcksichtigt. Innerhalb von
Dyckia fanden sich ohnehin nur flnf potentiell informative Indels. Eine versuchsweise
durchgefiihrte Bayes'sche Analyse unter Berlicksichtigung dieser Bereiche durch Kodierung
zeigte keine zusatzliche Auflésung (keine Abbildung). Bei der Verwertung von cpSSRs als
potentiell phylogenetisch informative Merkmale tritt das Problem eines erhdhten Risikos von

Homoplasie auf (vgl. 4.1.5). Daher wurde auch hier von einer Kodierung abgesehen.

Verqgleich verschiedener Algorithmen zur Phylogenierekonstruktion

Die mit verschiedenen Analysemethoden aus dem Datensatz plastidarer Sequenzen
erstellten phylogenetischen B&ume wund Netzwerke enthalten keine wesentlichen
Widerspriiche in der Topologie (vgl. 3.2.2). Hinsichtlich der Auflésung zeigen sich leichte
Unterschiede. Die Darstellung als Netzwerk ist fir Dyckia besonders vorteilhaft, da erfolgte

Radiationen hier als sternformige Verzweigungsmuster erkennbar sind.

Bei der Analyse des Datensatzes von nuklearen phyC-Sequenzen zeigte sich hingegen eine
Reihe an Unterschieden in der Topologie von Baumen, die nach unterschiedlichen
Algorithmen berechnet wurden. Insbesondere die Parsimonieanalyse scheint fur einen
Datensatz mit vielen heterozygoten Positionen nicht gut geeignet zu sein. Die einzelnen
gefundenen Baume widersprechen sich insbesondere bei den Verzweigungen innerhalb von
Dyckia. Dies aulRert sich in einer extrem schlechten Auflésung des Konsensusbaumes. Auch
in der schnellen Bootstrap-Analyse mit RAXML zeigen sich starke Unterschiede zwischen
den einzelnen gefundenen Baumen. Dies resultiert in einer duferst geringen Zahl an
gestitzten Knoten des besten in der RAxML-Analyse gefundenen Baumes, der eine
moderate Aufldsung zeigt. Als guter Kompromiss kann der aus der Bayes'schen Analyse

gewonnene Baum gesehen werden, da hier Knoten ohne Unterstltzung nicht enthalten sind.

Qualitét der absoluten Datierung

Die Datierung ultrametrischer molekularer Baume erfordert neben der mit Unsicherheiten
belasteten Abschatzung der Evolutionsraten auch eine Kalibrierung etwa mittels eindeutig
zuordenbarer Fossilien. Eine solche Kalibrierung und damit absolute Datierung von
phylogenetischen Baumen der Bromeliaceae ist nicht ohne weiteres maoglich, da es innerhalb
der Familie an Fossilien mangelt. Ein auf etwa 36 Millionen Jahre vor heute datiertes Fossil
aus Costa Rica steht wohl auferhalb der Kronengruppe der Bromeliaceae, was eine
Nutzung zur Kalibrierung ausschlief3t (Smith & Till 1998; Givnish et al. 2011). Somit ist eine
indirekte Kalibrierung tber Fossilien aus anderen Familien der monokotylen Pflanzen derzeit

die einzige Option. Givnish etal. (2011) ermittelten auf diese Weise ein Alter der
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Stammgruppe der Bromeliaceae von etwa 100 Millionen Jahren und der Kronengruppe von

etwa 19 Millionen Jahren.

Das mit der Methode von Givnish etal. (2011) ermittelte relativ geringe Alter der
Kronengruppe im Vergleich zur Stammgruppe l&sst den Ansatz der indirekten Datierung bei
Bromeliaceae zunachst als héchst unzuverlassig erscheinen. Interessanterweise findet sich
aber eine Reihe an gut datierbaren geologischen Ereignissen, deren vermutliche klimatische
Folgen mit der ermittelten Phylogenie der Bromeliaceae in Verbindung zu bringen sind
(vgl. 4.3.2). Mdoglicherweise noch aussagekraftiger ist der Vergleich mit datierten
Phylogenien anderer Organismen. Zeitlich sehr gut korreliert ist die zweifache unabhangige
Entstehung von Blatttrichtern mit zwei Diversifizierungswellen darin lebender endemischer
Schwimmkafer (Balke et al. 2008; Givnish et al. 2011). Weitere Untersuchungen an
verschiedenen tierischen und pflanzlichen Organismen geben unabhangige Hinweise auf
den zeitlichen Rahmen der Entstehung von Cerrado und Mata Atlantica in Brasilien, die sich
ebenfalls grob mit den von Givnish et al. (2011) angegebenen Daten decken (Berry et al.
2004; Almeida et al. 2007; Elias et al. 2009; Maravi 2010; Roncal et al. 2011). Insgesamt ist
es als wahrscheinlich anzunehmen, dass die von Givnish etal. (2011) vorgenommene
Datierung recht gut mit den tatsachlichen Werten Ubereinstimmt. Zumindest gravierende
Abweichungen kénnen wohl weitgehend ausgeschlossen werden. Demnach kann auch die

fur die vorliegenden Arbeit durchgeflihrte Datierung als recht zuverlassig gelten.

4.1.5 Plastidare Mikrosatelliten (cpSSRs)

Etablierung von coSSR-Loci

Die verwendete Methode zur Identifikation plastidarer SSRs mittels 454-Sequenzierung
erwies sich als zuverlassig und effizient. Da das primare Ziel bei der 454-Sequenzierung die
Entwicklung nuklearer SSRs war, wurde das Verfahren nicht auf die Gewinnung plastidarer
DNA hin optimiert. Durch Anreicherung von Plastiden vor der DNA-Isolation konnte der Anteil
an Sequenzen plastidaren Ursprungs im gesamten Datensatz stark erhoht werden.
Naheliegend ware beispielsweise die Isolation von Plastiden mittels Saccharose-
Dichtegradientenzentifugation, welche haufig zu diesem Zweck angewendet wird
(z. B. Guisinger et al. 2010).

Innerhalb der durch 454-Sequenzierung gewonnenen Daten fanden sich 30 cpSSRs mit 10
oder mehr Wiederholungen in etwa 87% des Plastoms. Somit ist fur das gesamte Plastom
eine Zahl von etwa 35 cpSSRs anzunehmen. Dieser Wert deckt sich mit Zahlen solcher
Mikrosatelliten in Plastomen anderer monokotyler Pflanzenfamilien, welche zwischen sechs
und 51 betragen (Ebert & Peakall 2009).
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Aufgrund der Uberschaubaren Zahl an identifizierten SSRs ausreichender Lange erwies sich
das Design flankierender Primer von Hand als praktikable Methode. Die Primer wurden
jeweils so gewahlt, dass sie einen moglichst hohen GC-Gehalt aufwiesen. Bei einer Lange
von jeweils 20 bp resultierte dies in generell hohen theoretischen Schmelz- und
Annealingtemperaturen. Fir jedes der entwickelten Primerpaare konnte dasselbe PCR-
Programm mit einheitlicher Annealingtemperatur verwendet werden, was einen grof3en
methodischen Vorteil darstellte. Eine Optimierung der PCR-Bedingungen war nicht
erforderlich, es traten keine unspezifischen Zusatzbanden auf. Der hohe Anteil an
funktionierenden Primerpaaren (88%) und die offensichtlich hohe Spezifizitdt zeigen, dass
die manuelle Erstellung von Primern durchaus erfolgreich ist und der Einsatz von spezieller
Software wie etwa Primer3 (Rozen & Skaletsky 2000) zumindest fur plastidare DNA nicht

unbedingt notwendig ist.

Anwendung von coSSRs fiir Verwandtschaftsuntersuchungen

Phylogenetische Analysen ausschlieBlich mit cpSSR-Markern werden offenbar nur selten
durchgefihrt. Fur die Gattung Anthyllis (Fabaceae) untersuchten Nanni et al. (2004) sieben
von Weising & Gardner (1999) publizierte cpSSR-Loci. Die aus diesen Daten gewonnene
Phylogenie deckte sich grob mit Erkenntnissen aus Untersuchungen der /TS-Region. Ob die
beobachteten Langenpolymorphismen der PCR-Fragmente aber aus Unterschieden in der
Zahl an Mononukleotid-Wiederholungen in den SSRs oder aber in Mutation in den

flankierenden Regionen begrindet waren, wurde nicht untersucht.

Cubas et al. (2005) verwendeten die von Weising & Gardner (1999) publizierten universellen
Primerpaare zur Amplifikation mdglicher cpSSRs in verschiedenen Arten der Gattung Ulex
(Fabaceae). Durch Sequenzierung einiger PCR-Produkte zeigten sie, dass die
Langenvariation weitgehend durch Unterschiede in der Zahl an Mononukleotid-
Wiederholungen in den SSRs verursacht wird. Die Plastiden einzelner Arten von Ulex
stellten jeweils keine monophyletischen Abstammungslinien dar. Vielmehr zeigte sich eine
extreme Diskrepanz zwischen der plastidaren Phylogenie einerseits und den taxonomischen
Artgrenzen andererseits. Da keine anderen plastidaren Loci sequenziert wurden, ist jedoch
schwer zu beurteilen, wie zuverldssig die alleine aus den cpSSR-Daten gewonnenen

Erkenntnisse sind.

Ein Grund fir die Entwicklung von cpSSR-Markern fir Dyckia in der vorliegenden Arbeit war,
diese zur Verbesserung von Auflésung und Unterstiitzung der Phylogenie aus plastidaren

Sequenzen zu nutzen. Dahinter steckte die Idee, den erstaunlich invarianten Datensatz der
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1,00 Dyckia pernambucana (FK0097)
0,92 Dyckia pernambucana (FK0098)
Dyckia maracasensis (FK0087)
0,92 1,00 Dyckia granmogulensis (FK0007)
Dyckia milagrensis (FK0096)
Dyckia ursina (FK0089)
1,00 Dyckia macedoi (FKO099)
1,00 Dyckia macedoi (FK0100)
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1,00 Dyckia estevesii (FKO001)
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Dyckia tomentella (FK0114)
Dyckia ferox (FK0056)
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Dyckia microcalyx (FK0O111)
Dyckia microcalyx var. indet. (FKO009)
Dyckia microcalyx (FK0054)
Dyckia ferox (FK0027)
Dyckia spec. (FK0049)
Dyckia niederleinii (FK0110)
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Dyckia ferox (FK0020)
Dyckia spec. (FK0116)
Dyckia tobatiensis (FK0018)
— Dyckia velascana (FKO006)
0,56 Dyckia remotiflora (FK0055)
0,92 1,00 Dyckia niederleinii (FKO103)
Dyckia velascana (FK0104)
Dyckia velascana (FK0105)
Dyckia floribunda (FK0107)
Dyckia ursina (FK0012)
Dyckia spec. (FK0023)
Dyckia spec. (FK0024)
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Dyckia cf. velascana (FK0106)
Dyckia floribunda (FK0052)
Dyckia floribunda (FK0108)

Dyckia encholirioides (FKO095)

Dyckia choristaminea (FK0040)

Dyckia choristaminea (FK0021)
Dyckia hebdingii (FK0038)
Dyckia hebdingii (FK0112)
Dyckia hebdingii (FK0013)

Dyckia remotiflora var. indet. (FK0011)
Dyckia remotiflora var. indet. (FK0015)
Dyckia maritima (FK0113)
Dyckia aff. ibiramensis (FK0025)

1,00

Dyckia spec. (FK0O086)
Dyckia aff. brevifolia (FK0O010)
Dyckia rariflora (FK0039)
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0,51 Dyckia aff. leptostachya (FK0016)
Dyckia aff. leptostachya (FK0035)
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0,87

Dyckia aff. pumila (FK0017)
| )
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0,83 Encholirium spec. (FK0014)
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L Encholirium erectiflorum (FK0123)
1,00 Encholirium spec. (FKO078)
Encholirium spec. (FK0080)
Encholirium spec. (FK0079)
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Encholirium horridum (FK0070)
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Abbildung 33: Einfluss von cpSSR-Daten auf den Datensatz aus plastiddren Sequenzen
Gezeigt ist jeweils der 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus einer Analyse mit MrBayes 3.2.1 (vgl. 3.2.2 und
3.4.2). Auf der linken Seite ist der Baum gezeigt, welcher aus dem kombinierten Datensatz aus plastidaren
Sequenzen und cpSSRs resultierte. Rechts ist das Ergebnis der Analyse ausschlieRlich der Sequenzdaten

gezeigt.
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DNA-Sequenzen mit den sehr viel variableren cpSSR-Daten zu kombinieren. Da beide

Datensatze aus dem Plastom resultieren, sollte dieses Vorgehen legitim sein.

Die ausschlieBlich aus cpSSR-Daten rekonstruierte Phylogenie (Abbildung 31) zeigt
deutliche Unterschiede gegeniiber den auf Substitutionen in den DNA-Sequenzen basierten
Phylogenien (Abbildungen 18-21). Wahrend kleinere Kladen und jungere Knoten haufig
identisch sind, finden sich vor allem bei den tieferen Knoten Widerspriiche. Dies ist
wahrscheinlich darin begriindet, dass der Einfluss der Homoplasie im Laufe der Zeit
zunimmt. In alteren Teilen der Phylogenie erreicht der Anteil an Homoplasie unter den
cpSSR-Langenpolymorphismen ein kritisches Mal. Gleiche Fragmentlangen sind dann
haufig kein Indiz mehr fur Verwandtschaft, sondern zuféllig entstanden. Somit ist eine
Nutzung der 12 cpSSR-Marker als ausschlieRliche Datenquelle fur phylogenetische Studien

zwischen Arten der Gattung Dyckia nicht empfehlenswert.

Eine Kombination der Daten aus Sequenzierung plastiddrer DNA und cpSSR-Analyse
resultierte hingegen in einer verbesserten Aufldsung insbesondere der terminalen Kladen
(Abbildung 32). Ein direkter Vergleich der kombinierten Analyse mit der Phylogenie, die
ausschlief3lich auf Substitutionen beruht, ist in Abbildung 33 gezeigt. Die Zahl der
Widerspriche ist gering und das Ruckgrat der beiden Phylogenien ist sogar identisch. Die in
den cpSSRs enthaltene Homoplasie scheint im kombinierten Baum nur wenig stérenden
Einfluss zu haben. Eine mogliche Vorgehensweise ware es, die cpSSR-Daten nur jeweils
innerhalb einzelner Kladen zu verwenden und bei der Berechnung des Rickgrates der
Phylogenie auszuschliel3en.

Die Zahl an Substitutionen im Plastom von Dyckia ist zur Rekonstruktion hoch aufgelGster
Stammbaume offenbar zu gering. Dies resultiert in einem Mangel an Auflésung
insbesondere in den jungeren Teilen der Phylogenie. Im Gegensatz dazu ist die Rate, mit
der einzelnen Nukleotidbausteine innerhalb langerer cpSSRs hinzukommen oder
verlorengehen, fur verlassliche Verwandtschaftsanalysen offenbar zu hoch. Die daraus
resultierende Homoplasie fihrt damit zu Fehleinschatzungen insbesondere im Bereich des
Ruickgrates der Phylogenie. Die mangelnde Auflésung der Baume auf Basis plastidarer
DNA-Sequenzdaten ist zwar wenig befriedigend, resultiert aber offenbar aus der
interessanten Natur und dem jungen Alter der Gattung Dyckia. Durch Homoplasie
verursachte Fehler und Unsicherheiten sind dagegen nicht akzeptabel. Deshalb wurde von

der weiteren Anwendung der cpSSRs in der vorliegenden Untersuchung abgesehen.
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Méqgliche zukiinftige Anwendungen

Die entwickelten 12 cpSSR-Loci fir die Gattung Dyckia stellen gleichwohl wertvolle
Werkzeuge fur zukunftige Studien auf einem sehr niedrigen taxonomischen Niveau dar,
insbesondere auf Populationsebene und bei sehr nahe verwandten Arten. Die Chloroplasten
der Dyckia-Arten sind ja offenbar nach einem recht strikten geographischen Muster verteilt
(vgl. Abbildung 23). Daher sollten Studien mit cpSSRs in mehr oder weniger eng begrenzten
geographischen Arealen gute Aussichten auf Erfolg haben. Eine vergleichbare Arbeit
existiert bereits fir Populationen von vier Arten von Pitcairnia, die auf engem Raum in der

Umgebung von Rio de Janeiro sympatrisch vorkommen (Palma-Silva et al. 2011).

4.2 Phylogenetische Untersuchungen

4.21 Erzielte Auflosung der Phylogenien

Wie die hier vorgenommenen Analysen zeigen, ist die genetische Variabilitdt innerhalb der
Gattung Dyckia aulRerordentlich gering, insbesondere flr die plastidaren Loci. Somit ist auch
die erzielte Auflésung der Phylogenien weniger detailliert als bei vielen vergleichbaren
Studien.

Einzelne und kombinierte plastidédre Datensétze

Die mit der vergleichenden Sequenzierung einzelner plastidarer Loci erzielte Auflésung und
statistische Stltzung ist in vielen Studien insbesondere auf geringem taxonomischem Niveau
haufig sehr begrenzt. Insbesondere junge Gruppen, die noch wenig Zeit zur genetischen
Differenzierung hatten, und Gruppen, die aus raschen Radiationsereignissen resultieren,
erweisen sich hier als schwierig (Dunbar-Co et al. 2008; Antonelli et al. 2010). Aber auch in
alteren und vergleichsweise artenarmen Gruppen, wie etwa der im Vergleich zu Dyckia
alteren Gattung Fosterella liefern einzelne plastidare Loci nur selten informative Ergebnisse
(Rex 2007). In Fosterella ergab erst die kombinierte Analyse von vier plastidaren Loci eine
gut aufgeléste Phylogenie mit gestiitzten Asten (Rex et al. 2009). Fur die artenreiche
Unterfamilie der Tillandsioideae konnte nur durch die Kombination von sieben Loci eine
Phylogenie mit akzeptabler Auflésung und Unterstitzung erzeugt werden (Barfuss et al.
2005). Sogar auf Familienebene kommen fur die Bromeliaceae aufwandige Analysen zum
Einsatz, etwa mit acht unterschiedlichen Loci bei Givnish et al. (2011). Die gesamte Familie

wird haufig als Produkt einer adaptiven Radiation angesehen (Benzing 2000).

Durch die Kombination sechs plastidarer Loci konnten auch flr Dyckia aussagekraftige
Phylogenien rekonstruiert werden, jedoch mit einer teils sehr eingeschrankten Auflosung. Die

Ursache daflir ist vermutlich in dem geringen Alter und der raschen Diversifizierung der
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Gattung zu suchen. Somit ist die Natur von Dyckia, welche die Gattung so interessant und
erforschenswert macht, verantwortlich fur die auf den ersten Blick erschreckend geringe
Auflosung. Aufgrund der extremen Armut an variablen Merkmalen erwies sich die

Darstellung als phylogenetisches Netzwerk als besonders gunstig.

Phytochrom C (phyC)

Die im Vergleich zu Sequenzen des Plastoms recht hohe Variabilitat von phyC innerhalb von
Dyckia liels zunachst eine ordentliche Auflosung in den phylogenetischen Analysen erwarten.
Dies war jedoch nicht der Fall, es zeigte sich eine weitgehend unaufgeléste Polytomie mit
nur wenigen kleinen Kladen. Auch ist die statistische Unterstitzung von Verzweigungen
innerhalb von Dyckia und Encholirium sehr gering, nur wenige Verzweigungen zeigen
Posterioriwahrscheinlichkeiten von 0,90 und dartber. Die aus den Bootstrap-Analysen

(MPBS und MLBS) resultierenden Werte liegen Uberwiegend unter 50%.

Die selektive Entfernung von Proben mit hoher allelischer Variation resultierte in einer
massiven Verbesserung sowohl der Aufldsung als auch der statistischen Unterstitzung (vgl.
Abbildungen 28 und 29). Daraus lasst sich folgern, dass ein Mangel an Variabilitat nicht die
Hauptursache fir die unbefriedigende Auflosung der auf dem kompletten Datensatz
beruhenden Baume ist. Vermutlich wurde sich durch Klonierung der PCR-Produkte von
Proben mit einem héheren Anteil an heterozygoten Positionen eine halbwegs gut aufgeldste
Phylogenie fir alle Proben finden lassen. Dieses ware dann aber keine Phylogenie der Arten
(species tree), sondern einer Phylogenie der heute existenten Allele von phyC (gene tree).
Teilweise zeigen die beiden im gleichen Individuum von Dyckia gefunden Allele sehr grof3e
Unterschiede und wirden demzufolge an unterschiedlichen Stellen des Baums stehen. Es ist
daher sehr zweifelhaft, ob es einen klar erkennbaren Zusammenhang zwischen der
Phylogenie der Allele von phyC und der hypothetischen Phylogenie der sie tragenden
Vertreter von Dyckia gibt. Von ausgedehnten Klonierungsexperimenten wurde infolgedessen

abgesehen.

4.2.2 Phylogenie auf Basis plastidarer Sequenzen

Die durch die Analyse sechs plastidarer Loci gewonnenen Erkenntnisse zur Phylogenie
innerhalb der Pitcairnioideae decken sich weitgehend mit den in friilheren Arbeiten erzielten
Befunden. Die Monophylie der Unterfamilie wurde bisher in praktisch jeder Untersuchung
von Sequenzen des Plastoms einschlieBlich der vorliegenden Studie gezeigt (Terry et al.
1997; Givnish et al. 2004; 2007; 2011; Rex 2007; Rex et al. 2009) und kann als gesichert

gelten.

117



Diskussion

Verwandtschaft innerhalb der Pitcairnioideae und Monophylie der Gattungen

Der Status von Pitcairnia wurde auch in der Vergangenheit nicht restlos aufgeklart, eine
Monophylie kann aber als wahrscheinlich angenommen werden. Eine paraphyletische
Gattung Pitcairnia ermittelten Horres et al. (2000) und Rex et al. (2009). In anderen Arbeiten
mangelte es an ausreichender Probenzahl oder phylogenetischer Auflésung (z. B. Terry et
al. 1997; Crayn et al. 2004). Eine Monophylie von Pitcairnia ermittelten dagegen
Givnish et al. (2004; 2007; 2011). Die relativ hohe Probenzahl und die Verwendung acht
plastidarer Loci kennzeichnen die Arbeit von Givnish etal. (2011) als die bisher
aussagekraftigste Studie. Erste belastbare Ergebnisse einer derzeit im Rahmen einer
Doktorarbeit am Institut fir Biologie der Universitat Kassel laufenden Untersuchung zur
Phylogenie von Pitcairnia deuten ebenfalls auf eine monophyletische Abstammung der
Plastiden von Pitcairnia hin (Schubert, unveréffentlichte Daten). In dieser Arbeit kristallisiert
sich auch die Existenz zweier grofder Kladen innerhalb von Pitcairnia heraus. Diese trennten
sich wohl bereits kurz nach der Entstehung der Gattung. In der vorliegenden Arbeit zeigte
sich Pitcairnia in der Bayes'schen Analyse, der Parsimonieanalyse und der RAxML-Analyse
jeweils paraphyletisch mit schlechter statistischer Unterstitzung (PP=0,74, MPBS=78%,
MLBS=92%). In der BEAST-Analyse mangelt es hier an Auflésung (Abbildungen 18-21).

Die beobachtete Monophylie von Fosterella, die Paraphylie von Deuterocohnia sowie die
gemeinsame Monophylie der drei xerophytischen Gattungen Deuterocohnia, Encholirium
und Dyckia deckt sich mit Ergebnissen friherer Arbeiten (Horres et al. 2000; Crayn et al.
2004; Givnish et al. 2004; 2007; 2011; Rex 2007; Rex et al. 2009; Schutz 2012; Wagner et
al. 2012).

Status von Encholirium

Zum Status von Encholirium existierten in der Literatur bisher keine belastbaren Aussagen.
Nur in einer einzigen Arbeit wurde bisher Gberhaupt mehr als eine Pflanze dieser Gattung
untersucht (Givnish et al. 2011). Dort zeigte sich eine Paraphylie der beiden untersuchten
Proben, die statistische Unterstitzung war aber ausgesprochen schlecht. Die in der
vorliegenden Arbeit ermittelten Phylogenien zeigen fur nur neun untersuchte Akzessionen
von Encholirium drei (Abbildungen 18, 19 und 21) oder vier (Abbildungen 20 und 23)
unabhangige paraphyletische Linien. Damit kann ein paraphyletischer Ursprung der

Plastiden von Encholirium als gesichert angenommen werden.

Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Gattung Dyckia

Ein monophyletischer Ursprung der in Dyckia vorkommenden Plastiden kann derzeit als

wahrscheinlich angenommen werden. Allerdings ist insbesondere aufgrund der
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offensichtlichen Nahe zu Encholirium nicht auszuschlie®en, dass bei Einbeziehung weiterer
Akzessionen auch weitere zusatzliche fruh abzweigende Linien identifiziert werden. Durch
Ereignisse wie incomplete lineage sorting (z. B. Jakob 2005) konnten Plastiden jlingerer
Linien auch in Arten von Encholirium gelangt sein, wodurch beide Gattungen jeweils
Plastiden paraphyletischen Ursprungs tragen wirden. Derzeit sprich jedoch alles flir eine

Monophylie der Plastiden in Dyckia.

Die phylogenetischen Beziehungen der Plastiden innerhalb von Dyckia spiegeln recht genau
die geographische Verteilung der sie tragenden Pflanzen wider. Eine detaillierte Hypothese
zur Interpretation dieses Musters findet sich unter 4.3.1. Dagegen ist eine jeweils
monophyletische Abstammung der in einzelnen Arten vorkommenden Plastiden offenbar
keinesfalls die Regel. Vielmehr tragen unterschiedliche Akzessionen ein und derselben Art
haufig Plastiden paraphyletischen Ursprungs, die teilweise nur entfernt verwandt sind
(vgl. 4.3.5). Die Phylogenie auf Basis plastidarer Sequenzen weist erhebliche Unterschiede
zur Phylogenie auf Basis des nukledren Gens phyC auf (Abbildung 34), die in Abschnitt 4.2.3

naher diskutiert werden.

Deutliche Unterschiede finden sich ebenfalls im Vergleich mit einer noch unverdéffentlichten
AFLP-Analyse (Pinangé et al., unveréffentlichte Daten, Abbildung 35). Der in der AFLP-
Analyse verwendete Probensatz Uberschneidet sich mit demjenigen, der fur die vorliegende
Arbeit eingesetzt wurde. Insgesamt 44 Akzessionen wurden jeweils in beiden Studien
untersucht, im Ubrigen wurden unterschiedliche Proben verwendet. Die auf AFLP-Daten
basierte Phylogenie zeigt eine Reihe an Kladen, welche sich nicht mit denen der plastidaren
Phylogenie aus der vorliegenden Arbeit decken (gekennzeichnet durch kleine Buchstaben an
den terminalen Asten von Abbildung 35). Sowohl ein erheblicher Mangel an Auflésung in der
auf AFLP-Daten basierten Phylogenie als auch die unvollstdndige Uberschneidung der

Probensatze lassen detaillierte Riickschllisse an dieser Stelle aber nicht zu.

4.2.3 Phylogenie auf Basis von phyC

Die aus der Untersuchung von phyC resultierende Phylogenie zeigt eine Reihe von
gravierenden Unterschieden zur Phylogenie der Plastiden (Abbildung 34). Insbesondere ist
die Unterfamilie Pitcairnioideae hier paraphyletisch, da auch die beiden untersuchten

Vertreter von Puya darin enthalten sind.

Verwandtschaft innerhalb der Pitcairnioideae und Monophylie der Gattungen

Mit Ausnahme von Encholirium sind alle Gattungen der Pitcairnioideae in allen

durchgefuhrten Analysen auf Basis von phyC monophyletisch mit jeweils sehr hoher
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Abbildung 34: Vergleich der Phylogenien aus plastiddren Daten und phyC

Gezeigt ist das Ergebnis der Bayes'schen Analyse von phyC (fur weitere Informationen siehe Abbildung 28). Die
kleinen Buchstaben am rechten Rand indizieren, in welcher Klade der plastidaren Phylogenie die jeweilige Probe
steht (z: zentralbrasilianisch, s: stidbrasilianisch, p: paraguayisch, a: argentinisch, -: zu keiner der vier grofen
Kladen gehorig). Die Karte oben links zeigt die entsprechenden Verbreitungsgebiete. Falls die entsprechende
Akzession zu keiner der vier groen Kladen gehort ist jeweils rechts daneben in Klammern angegeben, mit
welcher Klade sich der Fundort der jeweiligen Probe deckt. Die in Dyckia gefundenen Kladen sind mit
Buchstaben A-M beschriftet.
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Abbildung 35: Vergleich der Phylogenien aus AFLP- und plastiddren Daten

Gezeigt ist das Ergebnis einer Bayes'schen Analyse von AFLP-Daten diverser Akzessionen von Dyckia und
anderen Gattungen der Pitcairnioideae (Pinangé etal., unverdffentlichte Daten). Schwarze Endaste mit
Beschriftung verweisen auf Proben, welche auch in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden. Graue Aste
weisen auf Proben hin, welche fur die vorliegende Arbeit nicht untersucht wurden. Dreiecke reprasentieren jeweils
mehr als eine Probe, weitere eventuell darin enthaltene Verzweigungen sind nicht gezeigt. Die Buchstaben links
der Taxon-Namen indizieren die Gruppenzugehorigkeit in der Analyse plastidarer Sequenzdaten
(z: zentralbrasilianisch, s: stdbrasilianisch, p: paraguayisch, a: argentinisch, -: zu keiner der vier groRen Kladen
gehorig). Die Karte oben links zeigt die entsprechenden Verbreitungsgebiete.
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Unterstutzung. Groflere Untersuchungen mit weiteren nukledren Genen wurden innerhalb
der Pitcairnioideae bisher nur in der Gattung Deuterocohnia durchgefuhrt (Klein 2012;
Schitz 2012). Diese Gattung ist im plastiddren Baum paraphyletisch, in einem nuklearen
Baum auf Basis des Locus PRK hingegen monophyletisch (Schitz 2012). In einer auf dem
nuklearen Locus rpb2 basierenden Arbeit von Klein (2012) wiederum erwies sich
Deuterocohnia als paraphyletisch. Eine Akzession von Deuterocohnia chrysantha bildete die
Schwestergruppe zu Dyckia und Encholirium, wahrend die Ubrigen Akzessionen von
Deuterocohnia aullerhalb dieser Klade standen. Alle diese Beobachtungen sprechen dafir,
dass die gemeinsamen Vorlaufer von Dyckia und Encholirium noch lange nach der
Abspaltung von Deuterocohnia in sporadischem Austausch von genetischem Material
standen (vgl. auch Schitz 2012).

Ein unerwarteter Unterschied zur plastiddren Phylogenie findet sich bei der Stellung von
Deuterocohnia innerhalb der Unterfamilie Pitcairnioideae. Diese Gattung findet sich in allen
fur phyC durchgefuhrten Analysen in Schwestergruppenposition zu Fosterella, die
statistische Unterstitzung ist allerdings jeweils schwach. Dies steht in deutlichem
Widerspruch zu 6kophysiologischen und morphologischen Merkmalen. So sprechen vor
allem die Auspragung der CAM-Photosynthese und der stark xerophytische Charakter von
Deuterocohnia, Encholirium und Dyckia fir eine gemeinsame Monophylie dieser drei
Gattungen (vgl. auch 4.2.4). Die geringe genetische Distanz der in Deuterocohnia und
Fosterella gefundenen Allele von phyC ist moglicherweise auf Ereignisse wie incomplete
lineage sorting oder Introgression zurlckzufuhren, die tatsachlichen
Verwandtschaftsverhaltnisse der kompletten Genome spiegeln sich hier vermutlich nicht

wider.

Offenbar sind die Phylogenien unterschiedlicher nuklearer Loci innerhalb der Pitcairnioideae
generell widerspriuchlich. Fur den Locus rpb2 etwa zeigt sich ein klares gemeinsames
Monophylum von Fosterella und Pitcairnia (Klein 2012). Dies steht im Widerspruch zu den
Phylogenien sowohl auf Basis von phyC, als auch auf Basis plastidarer Loci. In Anbetracht
des gemeinsamen mesophytischen Charakters der beiden Gattungen erscheint diese

Beobachtung jedoch durchaus plausibel.

Stellung von Puya

Der gravierendste Unterschied zu allen bisherigen Erkenntnissen ist die gut gestlutzte
Stellung der in Puya gefundenen Allele von phyC inmitten derer der Pitcairnioideae (vgl.
Abbildungen 26-28). Zum einen wirft dieser Umstand die Frage auf, ob sich einzelne

besonders variable nukleare Loci Gberhaupt flir Studien auf diesem taxonomischen Niveau
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eignen. Insbesondere der Verzicht auf eine Klonierung der PCR-Produkte kann hier offenbar
negative Einflisse haben (z. B. Samuel et al. 2005). Uber die relative Stellung von
Puyoideae und Pitcairnioideae in nuklearen Phylogenien kénnen aus anderen Arbeiten kaum
Erkenntnisse gezogen werden, da in keine der bisherigen Studien genigend Proben aus
beiden Unterfamilien einbezogen wurden. Klein (2012) rekonstruierte eine Phylogenie der
Pitcairnioideae auf Basis eines kurzen Abschnitts des PRK-Gens und fand ebenfalls eine
Stellung der sieben untersuchten Akzessionen von Puya innerhalb der Pitcairnioideae,
wenngleich ohne statistische Unterstitzung. In der auf phyC basierenden Arbeit von
Jabaily & Sytsma (2010) wiederum bilden Puyoideae und Bromelioideae ein Monophylum,

es wurden aber lediglich zwei Akzessionen von Pitcairnia analysiert.

Zur Aufklarung dieser Problematik ist eine Sequenzierung mehrerer unabhangiger nuklearer
Loci fur Vertreter der gesamten Bromeliaceae winschenswert. Die plastidare Phylogenie von
Givnish et al. (2011) legt nahe, dass sich die drei Unterfamilien Pitcairnioideae, Puyoideae
und Bromelioideae innerhalb eines sehr kurzen Zeitraums voneinander trennten. Auch
Jabaily & Sytsma (2010) verweisen auf die kurzen Astlangen in denjenigen Bereichen der
Phylogenie, wo sich die ersten Linien innerhalb der Puyoideae und Bromelioideae
voneinander trennen. Die Phylogenie der Plastiden der Pitcairnioideae zeigt fir die Trennung
von Pitcairnia vom Rest der Unterfamilie und die Entstehung der beiden grofien Kladen
dieser Gattung ein ahnliches Bild (vgl. auch 4.2.2). Es ist demnach durchaus wahrscheinlich,
dass auch einige Zeit nach der Trennung der drei Linien Pitcairnioideae, Puyoideae und
Bromelioideae noch gelegentlich genetisches Material zwischen Vertretern dieser
Unterfamilien ausgetauscht wurde (vgl. auch 4.3.5). Wie bei Deuterocohnia kdénnten auch
hier Plastiden und Allele einzelner nukledrer Gene durch Introgression in andere Linien
gelangt sein. Je nachdem, wie intensiv dieser Austausch war, kénnte eine ganze Reihe an

unabhangigen Loci nétig sein, um hier zuverlassige Hypothesen aufzustellen.

Status von Encholirium

Trotz der geringen Auflésung kann Encholirium fir den Locus phyC als klar paraphyletisch
bezeichnet werden. In der Bayes'schen Analyse stiitzen insgesamt drei interne Aste mit
Posterioriwahrscheinlichkeiten von 0,59, 0,83 und 0,90 diese Aussage (Abbildung 28). Eine
Paraphylie von Encholirium findet sich auch an allen anderen bisher untersuchten nuklearen
Loci, wie etwa PRK (Schiitz 2012) und rpb2 (Klein 2012).

Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Gattung Dyckia

Die durch die Bayes'sche Analyse von phyC erzielte Aufldsung innerhalb von Dyckia ist sehr

gering (Abbildungen 28 und 34). In einer groRen Polytomie finden sich 13 meist kleine
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Kladen (A-M in Abbildung 34), 28 einzelne Proben von Dyckia und finf von Encholirium.
Keine der groReren Kladen der plastidaren Phylogenie taucht hier auf (vgl. die Buchstaben
an den terminalen Asten in Abbildung 34). Andererseits stehen einige der bei der Analyse
von phyC gefundenen Kladen in einem gewissen Einklang mit den Ergebnissen der
Untersuchung plastidarer DNA. So enthalten die phyC-Kladen A, C, E und K jeweils nur
Pflanzen aus der zentralbrasilianischen cpDNA-Klade oder wenigstens aus dem
Verbreitungsgebiet der zentralbrasilianischen cpDNA-Klade. Die phyC-Klade B enthalt acht
der 12 Akzessionen der argentinischen cpDNA-Klade. Die phyC-Klade D enthalt sechs der
18 Akzessionen der paraguayischen cpDNA-Klade. Die phyC-Klade F ist praktisch nicht
gestutzt, enthalt aber eine gut gesicherte Subklade mit drei weiteren Akzessionen der
cpDNA-paraguayischen Klade. Die phyC-Kladen G, H, |, J und L enthalten jeweils

Akzessionen, die zu unterschiedlichen cpDNA-Kladen gehoren.

Der Mangel an Auflosung und statistischer Unterstltzung der auf phyC basierten Phylogenie
macht es unmoglich, gesicherte Hypothesen uber verwandtschaftliche Beziehungen
zwischen den untersuchten Pflanzen von Dyckia aufzustellen. Es ist nicht auszuschlieRen,
dass bei verbesserter Auflésung etwa durch Sequenzierung weiterer Teile des phyC-Gens
einige der schlecht gestlitzten Widerspriiche verschwinden. Andererseits finden sich aber
auch in den wenigen sehr gut gestitzten Verzweigungen der auf phyC basierten Phylogenie
deutliche Widerspriiche zur Phylogenie der Plastiden. Als Beispiel kann hier die enge
Beziehung von D. cinerea und D. aurea innerhalb der phyC-Klade A genannt werden. Diese
beiden Arten sind in der plastidaren Phylogenie klar voneinander getrennt. Noch deutlicher
ist der Widerspruch beziglich der Stellung von D. remotiflora (FK0055), deren Plastiden
eindeutig der argentinischen cpDNA-Klade zuzuordnen sind. In der auf phyC basierten
Phylogenie findet sich diese Pflanze hingegen gemeinsam mit zwei sudbrasilianischen
Vertretern in phyC-Klade H.

AbschlieBend lasst sich festhalten, dass aus der hier vorgenommenen Analyse des
nuklearen Gens phyC eine Phylogenie resultiert, die innerhalb von Dyckia extrem schlecht
aufgeldst ist. Zwar finden sich eine Reihe an Parallelen zur plastidaren Phylogenie, aber
auch zahlreich teils gut gestlitzte Widerspriche. Auch die ungewoéhnlich hohe allelische
Variation und die dadurch haufig vorkommenden heterozygoten Alignmentpositionen
schranken die Mdglichkeiten zur Interpretation der Topologie der gefundenen Phylogenie
erheblich ein. Jedenfalls sprechen die Daten dafir, dass in Dyckia ein reger Austausch von

genetischem Material auch nach der Trennung einzelner Arten erfolgt (vgl. 4.3.5).
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4.2.4 Schlussfolgerungen zur Phylogenie von Dyckia und Encholirium

Monophylie der der xerophytischen Klade aus Dyckia, Encholirium und Deuterocohnia

Innerhalb der Pitcairnioideae zeichnen sich die drei Gattungen Deuterocohnia, Encholirium
und Dyckia durch eine Reihe an Synapomorphien gegeniber den Uberwiegend
mesophytischen Gattungen Fosterella und Pitcairnia aus. Dazu zahlen die in parallelen
Reihen angeordneten Trichome der Blatter und deren ausgedehnte Uberlappung, die
Prasenz internen Wasserspeichergewebes im Chlorenchym sowie das Fehlen einer
Differenzierung in Schwamm- und Palisadenparenchym (Givnish et al. 2007). Ein weiteres
wichtiges Merkmal stellt der CAM-Photosyntheseweg dar, der als synapomorph fir die drei
xerophytischen Gattungen gilt (z. B. Crayn et al. 2004). Auch rein habituell unterscheiden
sich die Vertreter von Deuterocohnia, Encholirium und Dyckia durch ihre xeromorphen
Anpassungen deutlich von den Vertretern der beiden mesophytischen Gattungen. Dazu
zahlen insbesondere robuste, meist stark sukkulente Blatter mit mehr oder weniger stark
bewehrten Randern. Schliellich kann auch die ausgepragte Tendenz zur vegetativen
Vermehrung uber die Bildung von Kolonien und Polstern hier angefuhrt werden. Trotz der fur
phyC beobachteten Nahe von Deuterocohnia zu Fosterella ist eine gemeinsame Monophylie
der drei xerophytischen Gattungen als xerophytische Klade wohl sehr wahrscheinlich. Aus
den Untersuchungen auf Basis von PRK (Schiutz 2012) und rpb2 (Klein 2012) Iasst sich

aufgrund zu geringer Probenzahl und Aufldsung keine fundierte Aussage hierzu ableiten.

In Zukunft besonders interessant konnte eine genauere Untersuchung der in der
vorliegenden Arbeit als Gen. nov. spec. nov. bezeichneten Pflanze mit der DNA-Nummer
FK0257 sein. Sowohl in der plastidaren als auch in der aus phyC basierten Phylogenie steht
diese Pflanze inmitten von Encholirium. Morphologisch &hnelt sie aber eher Arten von
Deuterocohnia (Wanderley, personliche Mitteilung). In einer noch unveroffentlichten AFLP-
Analyse steht diese Pflanze ganz aullerhalb der xerophytischen Klade (Pinangé et al.,
unverdffentlichte Daten, siehe auch Abbildung 35). Hier stellt sich allerdings die Frage,
inwieweit sich hoch sensible Marker wie AFLPs fir die Aufklarung verwandtschaftlicher

Beziehungen zwischen Gattungen eignen.

Gemeinsame Monophylie von Dyckia und Encholirium

Die drei Gattungen der xerophytischen Klade lassen sich durch eine Reihe von Merkmalen
voneinander differenzieren. Als plesiomorphe Zustande kénnen terminale, nicht verholzende
und einjahrige Infloreszenzen, das Fehlen von Petalenanhangseln sowie nicht verwachsene
Filamente angesehen werden. Diese Merkmalszustande sind auch typisch fur die Arten von

Fosterella und Pitcairnia (z.B.Smith & Downs 1974). Als Synapomorphien flr
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Deuterocohnia gelten die verholzende mehrjahrige Infloreszenz und die eine einzelne
Schuppe tragenden Petalenanhangsel. Auf Deuterocohnia beschrankt, aber nicht in allen
Arten vorkommend ist auRerdem die ausgepragte Polsterbildung der ehemals zur Gattung
Abromeitiella gezahlten Arten (Schutz 2012). Ein synapomorphes Merkmal der
gemeinsamen Klade aus Encholirium und Dyckia wurde bisher nicht beschrieben, in den
gangigen Schlusseln zu den Gattungen der Bromeliaceae war eine solche Abgrenzung aber
auch nie nétig (Smith 1967; Smith & Downs 1974; Robinson & Taylor 1999). Die Abgrenzung
zu Deuterocohnia erfolgt daher durch die Prasenz der fir die gesamte xerophytische Klade
synapomorphen Merkmalsauspragungen in Verbindung mit der Abwesenheit der flr
Deuterocohnia spezifischen Eigenschaften. Alle bisher durchgefiihrten molekularen Studien
auf Basis plastidarer und nukledrer DNA-Sequenzen inklusive der vorliegenden
Untersuchung bestatigen den gemeinsamen monophyletischen Ursprung von Encholirium
und Dyckia (Givnish et al. 2004; 2007; 2011; Rex et al. 2009; Klein 2012; Schitz 2012). Das
gleiche gilt fir die Analyse von AFLP-Daten (Pinangé et al., unverdffentlichte Daten,
Abbildung 35). Es gibt daher derzeit keine Veranlassung, die gemeinsame Monophylie der

beiden Gattungen anzuzweifeln.

Paraphylie von Encholirium

In den molekularen Untersuchungen von Givnish et al. (2011) waren nur zwei Arten von
Encholirium einbezogen, gleichwohl deutete sich bereits eine Paraphylie der Gattung mit
zwei unabhangigen plastidaren Linien an. Auch in der vorliegenden Arbeit sind die Plastiden
der Gattung Encholirium deutlich paraphyletisch. So zeigen die Phylogenien fir nur neun
untersuchte Akzessionen von Encholirium je nach Analysemethode drei (Abbildungen 18, 19
und 21) oder vier (Abbildungen 20 und 23) unabhangige paraphyletische Linien. Auch fur die
in Encholirium gefundenen Allele des nukledren Gens phyC konnte ein paraphyletischer
Ursprung deutlich gezeigt werden (Abbildungen 26-28). Ebenfalls paraphyletisch zeigte sich
Encholirium bei der Sequenzanalyse der nukledren Gene rpb2 (Klein 2012) und PRK (Klein
2012; Schutz 2012) sowie in einer AFLP-Analyse (Pinangé et al., unveroffentlichte Daten).
Bei nur vier untersuchten Proben zeigen sich in der AFLP-Studie drei unabhangige Linien,
die durch zwei sehr gut gestiitzte interne Aste voneinander getrennt sind (Abbildung 35).

Unter Bericksichtigung all dieser molekularen Befunde muss die Gattung Encholirium nach
dem derzeitigen Kenntnisstand als paraphyletisch angesehen werden. Diese Paraphylie wird
auch von der Auspragung morphologischer Merkmale nahe gelegt (Forzza 2001). So wurde
bisher kein einziges morphologisches oder anderweitiges Merkmal beschrieben, das fir
Encholirium einen eindeutig synapomorphen Zustand aufweisen wirde. Dagegen existiert

mit E. heloisae ein morphologisches Intermediat zwischen den Ubrigen Vertretern von
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Encholirium und allen Arten von Dyckia (siehe auch 1.2.1). Bezeichnenderweise wurde
E. heloisae urspringlich als Dyckia heloisae beschrieben und auch erst kdrzlich zu
Encholirium gestellt (Forzza & Wanderley 1998; Forzza 2005). Die Gattung Encholirium wird
demnach lediglich durch Symplesiomorphien definiert, wie etwa die nicht miteinander
verwachsenen Filamente. Das im Vergleich zu Dyckia offensichtlichere Merkmal der
terminalen Infloreszenz kann eben nicht angefihrt werden, da letztere auch in E. heloisae
auftritt. Der Umstand, dass sich die laterale Infloreszenz innerhalb der Gattung Encholirium
entwickelte, ist ein weiterer deutlicher Hinweis auf eine abgeleitete Stellung von Dyckia

innerhalb von Encholirium.

Die Prinzipien der kladistischen Systematik verlangen monophyletische Taxa. Legt man sie
streng aus, dann ist Encholirium als eigene Gattung nicht akzeptabel. Vielmehr missten alle
derzeit in Encholirium und Dyckia enthaltenen Arten gemeinsam in Dyckia gestellt werden.
Zwar wurden beide Gattungen zeitgleich publiziert, (Schultes & Schultes 1830), womit die
einfache Prioritatsregel der biologischen Nomenklatur nicht greift (McNeill 2006). Da jedoch
Baker (1889) die beiden Gattungen erstmals vereinte und dabei den Gattungsnamen Dyckia
wabhlte, hat dieser Name Prioritat (Artikel 11.5 in McNeill 2006).

Die vermutliche Paraphylie von Encholirium und die damit verbundenen notwendigen
taxonomischen Konsequenzen wurden bereits zuvor von Forzza (2001) diskutiert. Eine
Vereinigung mit Dyckia wurde bisher aber nicht durchgefuhrt und von zukunftigen Studien
abhangig gemacht (Forzza 2005). Eine offizielle Zusammenfassung der beiden Gattungen
ware zum derzeitigen Zeitpunkt vermutlich immer noch verfriht und wirde zu Kontroversen
fuhren. Hier kann insbesondere die mangelnde Berilcksichtigung der morphologisch
intermediaren E. heloisae sowie der geographisch isolierten E. lymanianum als
problematisch gesehen werden. Obwohl Encholirium nicht durch synapomorphe
Merkmalsauspragungen definiert werden kann, sind ihre Vertreter in der Praxis recht gut als
Encholirium zugehdrig zu erkennen. Zukilnftige phylogenetische Untersuchungen unter
Einbeziehung zusatzlicher Arten insbesondere von Encholirium und unabhangiger nuklearer

Marker kénnten eine Vereinigung der beiden Gattungen aber sinnvoll machen.

Monophylie von Dyckia

Fur Dyckia stellt die Verwachsung der Filamente sowohl mit den Petalen als auch
untereinander die einzige derzeit beschriebene Synapomorphie dar. Die flir Dyckia typischen
lateralen Infloreszenzen kénnen nicht als Synapomorphie bezeichnet werden, da sie auch
bei Encholirium heloisae auftreten. Die von Robinson & Taylor (1999) angefihrten

I6ffelfdrmigen Petalen stellen keinen uniformen Zustand innerhalb der Gattung dar und die
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Eingrenzung der Farbe der Petalen in selbiger Arbeit auf gelb oder orange kann nur als
falsch bezeichnet werden (siehe 1.2.1). Eine Reihe von Merkmalsauspragungen sind
innerhalb der xerophytischen Klade auf Dyckia beschrankt, kommen aber bei weitem nicht
bei allen Arten dieser Gattung vor. Darunter fallen beispielsweise die roten oder
orangefarbenen Kronblatter vieler Dyckia-Arten. Derzeit gibt es keinerlei Indizien, eine
monophyletische Abstammung aller Arten von Dyckia anzuzweifeln. Auch Forzza (2001)

beschreibt Dyckia auf Basis morphologischer Studien als monophyletisch.

Eine Monophylie von Dyckia wird durch die vergleichende Sequenzierung plastidarer
Sequenzen im Rahmen der vorliegenden Arbeit klar gestitzt. Die auf phyC basierende
Phylogenie kann mangels Aufldsung zur Klarung dieser Frage nicht herangezogen werden.
Ebenfalls deutlich monophyletisch zeigen sich die jeweils untersuchten Vertreter von Dyckia
in zwei Studien des nuklearen Locus PRK (Klein 2012; Schitz 2012). Die Sequenzierung
des nuklearen Locus rpb2 zeigte keine ausreichende Auflésung. Auch die Ergebnisse der
AFLP-Analyse sprechen deutlich fir eine monophyletische Gattung Dyckia (Pinangé et al.,
unverodffentlichte Daten, Abbildung 35).

Alle derzeit verfugbaren Erkenntnisse auf Basis morphologischer und molekularer Merkmale
sprechen damit fur eine Monophylie von Dyckia. Die verwandtschaftliche Nahe und
mangelnde raumliche Trennung zu Encholirium macht einen zumindest sporadischen
Austausch von genetischem Material zwischen den beiden Gattungen aber durchaus
wahrscheinlich. Auch wenn hypothetische F1-Hybride vermutlich nicht genigend
konkurrenzfahig sind, um stabile Hybridpopulationen zu etablieren, kdénnten bei
Ruckkreuzung mit einem der Eltern Plastiden oder nukledre Gene durch Introgression in eine

andere Linie gelangen.

4.2.5 Phylogenie und Merkmalsevolution innerhalb von Dyckia

Verwandtschaftsverhéltnisse innerhalb von Dyckia

Wie bereits in vorhergegangen Kapiteln naher erldutert wurde, lassen sich die
Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb von Dyckia durch die vergleichende Sequenzierung
sechs plastidarer Loci und des nukledren Locus phyC nicht erschépfend rekonstruieren.
Wahrend zur historischen Biogeographie der Gattung Dyckia und ihrer plastidaren
Evolutionslinien gleichwohl interessante Schllisse gezogen werden konnen, bieten die
bisherigen Erkenntnisse fur eine detaillierte Diskussion der Beziehung zwischen den
einzelnen Arten keine solide Basis. Problematisch sind sowohl der Mangel an Auflésung als
auch die Gruppierung verschiedener Akzessionen einzelner Arten in unterschiedlichen
Kladen (vgl. 4.3.5).
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Nichtsdestotrotz bieten wenigstens die gut gestitzten Kladen aus der Analyse plastidarer
Sequenzen einen Ansatzpunkt fir die Evaluation morphologischer Merkmale. Durch
Kartierung der Zustidnde von Merkmalen mit moéglicher systematischer Relevanz auf die
Phylogenie konnen Zusammenhange zwischen der Verwandtschaft der Plastiden und
gemeinsamen Merkmalszustanden einzelner Kladen aufgedeckt werden (z. B. Rex et al.
2009). Die Ergebnisse der Kartierung einiger auffalliger Merkmale auf die plastidare
Phylogenie sind in Abbildung 36 dargestellt. Aufgrund der hohen allelischen Variation
innerhalb einzelner Pflanzen und der ausgesprochen schlechten statistischen Unterstitzung
der gefundenen Kladen wurde flir die auf phyC basierte Phylogenie von einer Kartierung

abgesehen.

Evolution der Farbe der Petalen innerhalb von Dyckia

Typisch fir einen grof’en Teil der Dyckia-Arten sind leuchtend orangefarbene oder rote
Petalen. Dies stellt einen deutlichen Unterschied zu Encholirium dar, deren Arten vorwiegend
grunliche und gelbe Farben aufweisen (siehe auch 1.2.1 und 4.2.4). Allerdings kommen rote
Petalen auch in einzelnen anderen Arten der Pitcairnioideae vor, wie etwa in Deuterocohnia
lotteae, Fosterella spectabilis und in zahlreichen Arten von Pitcairnia. Die Fahigkeit zur
Synthese roter Pigmente in den Petalen koénnte daher innerhalb der Unterfamilie als
plesiomorpher Zustand angesehen werden. Nichtsdestotrotz stellen die auffalligen Bliten
von Dyckia und die damit verbundene Bestdubung durch Kolibris vermutlich ein wichtiges

Schlisselmerkmal dar.

Der Vergleich zwischen der plastidaren Phylogenie und der Blltenfarbe der untersuchten
Pflanzen von Dyckia zeigt kein klares Muster (Abbildung 36). In allen vier groRen Kladen
kommen jeweils sowohl gelbe auch als orangefarbene Petalen vor. Die beiden untersuchten
Pflanzen mit braunen Petalen gruppieren in unterschiedliche Kladen. Analoges gilt fur die
beiden Pflanzen mit grinlichen Petalen. Deutlich rote Petalen kommen ausschliellich in der
zentralbrasilianischen Klade vor sowie in zwei Pflanzen, die auRerhalb der groRen Kladen
stehen. Zuséatzlich ist zu bemerken, dass die rote Petalenfarbe nicht immer fir alle Individuen
der betreffenden Art zutrifft. So kommen in Dyckia tuberosa neben roten Petalen auch
orangefarbene vor, und in D. encholirioides und D. aff reitzii sind neben roten Petalen auch
gelbe Petalen zu finden. Hier zeigen sich also jeweils zwei unterschiedliche
Merkmalszustande in ein und derselben Art. Die beiden zuerst abzweigenden und vermutlich
ursprunglichsten untersuchten Vertreter von Dyckia weisen jeweils orangefarbene Petalen

auf.
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Dyckia dissitiflora (FK0141)
Dyckia maracasensis (FK0087)
Dyckia secunda (FK0192)

Dyckia granmogulensis (FK0007)
Dyckia pernambucana (FK0097)
Dyckia pernambucana (FK0098)
Dyckia milagrensis (FKO096)
Dyckia nana (FK0191)

Dyckia ursina (FK0089)

Dyckia macedoi (FK0099)

Dyckia macedoi (FK0100)

Dyckia macedoi (FK0101)

Dyckia macedoi (FK0102)

Dyckia estevesii var. braunii (FK0004)
Dyckia lindevaldae (FKO019)
Dyckia braunii (FK0042)

Dyckia aurea (FK0194)

Dyckia platyphylla (FK0209)
Dyckia dawsonii (FK0043)
Dyckia cinerea (FK0047)

Dyckia lunaris (FK0193)

Dyckia estevesii (FK0001)

Dyckia estevesii (FK0005)

Dyckia marnier-lapostollei var. mar. (FK0029)
Dyckia marnier-lapostollei var. est. (FK0030)
Dyckia goehringii (FK0O031)
Dyckia saxatilis (FK0036)

Dyckia brevifolia (FKO067)
Dyckia delicata (FK0184)

Dyckia beateae (FK0044)

Dyckia brachyphylla (FK0045)
Dyckia monticola (FK0088)
Dyckia ferruginea (FK0090)
Dyckia fosteriana (FK0094)
Dyckia densiflora (FK0213)
Dyckia pectinata (FK0188)
Dyckia tuberosa (aff.) (FK0206)
Dyckia vestita (FK0032)

Dyckia vestita (FK0109)

Dyckia tomentella (FKO114)
Dyckia ferox (FK0056)

Dyckia cf. microcalyx (FK0051)
Dyckia microcalyx (FK0111)
Dyckia microcalyx var. indet. (FKO009)
Dyckia microcalyx (FK0054)
Dyckia distachya (FK0126)
Dyckia ferox (FK0027)

Dyckia spec. (FK0049)

Dyckia tobatiensis (FKO018)
Dyckia niederleinii (FK0110)
Dyckia cf. leptostachya (FK0115)
Dyckia spec. (FK0116)

Dyckia ferox (FK0020)

Dyckia rojasii (FK0195)

Dyckia pulquinenses (FK0199)
Dyckia choristaminea (FK0021)
Dyckia hebdingii (FKO038)
Dyckia remotiflora var. indet. (FK0011)
Dyckia hebdingii (FK0013)
Dyckia remotiflora var. indet. (FK0015)
Dyckia choristaminea (FK0040)
Dyckia hebdingii (FK0112)
Dyckia maritima (FK0113)
Dyckia machrisiana (FK0189)
Dyckia elisabethae (FK0219)
Dyckia aff. brevifolia (FK0010)
Dyckia rariflora (FK0039)

Dyckia remotiflora (FK0068)
Dyckia aff. ibiramensis (FK0025)
Dyckia spec. (FKO086)

Dyckia floribunda (FK0052)
Dyckia floribunda (FKO108)
Dyckia cf. velascana (FK0106)
Dyckia ursina (FK0012)

Dyckia spec. (FK0023)

Dyckia spec. (FK0024)

Dyckia velascana (FK0006)
Dyckia remotiflora (FK0055)
Dyckia niederleinii (FK0103)
Dyckia velascana (FK0104)
Dyckia velascana (FK0105)
Dyckia floribunda (FK0107)
Dyckia aff. leptostachya (FK0016)
Dyckia aff. leptostachya (FK0035)
Dyckia aff. pumila (FK0017)
Dyckia grandidentata (FK0183)
Dyckia leptostachya (FK0053)
Dyckia maritima (FK0092)
Dyckia encholirioides (FK0095)
Dyckia paraensis (FK0190)
Dyckia aff. reitzii (FK0050)
Dyckia jonesiana (FK0217)
Dyckia estevesii (FK0033)
Dyckia pumila (FK0093)

Dyckia mirandiana (FK0202)
Dyckia espiritosantensis (FK0207)
Dyckia beateae (FK0091)

Abbildung 36: Merkmalskartierung auf die plastidire Phylogenie
Der gezeigte phylogenetische Baum entspricht dem aus der BEAST-Analyse (Abbildung 18). Die linke Spalte
farbiger Rechtecke reprasentiert die Farbe der Petalen (braun, rot, orange, gelb, gelbgriin). In einigen Fallen ist
die Farbe innerartlich variabel, hier sind beide Zustdnde angegeben. In der rechten Spalte farbiger Rechtecke ist
die Hohe tber dem Meeresspiegel kodiert (griin: 0-599-m, gelb: 600-1.199, orange: 1.200-3.000 m). Zahlen ohne
Klammern stammen aus individuellen Fundortangaben, Werte in Klammern aus Literaturquellen, Fragezeichen
und fehlende Rechtecke verweisen auf mangelnde Daten. Die Karte oben links zeigt die Verbreitungsgebiete der
markierten Kladen ( z: zentralbrasilianisch, s: stidbrasilianisch, p: paraguayisch, a: argentinisch).
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Unter der Annahme, dass die Phylogenie der Plastiden von Dyckia zumindest anndhernd die
Phylogenie der Arten reprasentiert, besitzt das Merkmal der Blitenfarbe keine systematische
Relevanz auf der betrachteten Ebene. Auch das Verzweigungsmuster der Infloreszenz und
die relative Lange der Staubblatter im Vergleich zur gesamten Blute zeigen keinen
ersichtlichen Zusammenhang mit der plastidaren Phylogenie (hier nicht gezeigt, vgl. Krapp
2009).

Zusammenhénge zwischen der H6henverbreitung und der Phylogenie

Vertreter von Dyckia kommen in Hohen vom Meeresspiegel bis hinauf auf 3.000 m vor.
Allerdings wachsen die meisten Arten im Tiefland und Héhen Uber 2.000 m werden nur
selten erreicht (Smith & Downs 1974). Die Arten von Encholirium sind in Hinsicht auf ihre
Hoéhenverbreitung sehr viel weniger variabel. Lediglich zwei Arten, E. horridum und
E. spectabile kommen unterhalb von 600 m vor, als maximale Hohe gibt Forzza (2005)
1.480 m fir E. vogelii an. Die Fahigkeit zum Leben in besonders geringen oder grofen
Hohen scheint daher erst innerhalb von Dyckia entstanden zu sein, wobei bisher unklar ist,

welche Faktoren und moéglichen Schliisselmerkmale hier eine Rolle spielen.

Auch innerhalb von Dyckia gibt es zwischen der plastidaren Phylogenie und der
Hohenverbreitung der untersuchten Pflanzen einige Zusammenhange (Abbildung 36). So
wachsen die Vertreter der paraguayischen Klade fast ausschlieRlich unterhalb von 600 m
Hohe. Lediglich D. pulquinensis, die Schwestergruppe aller anderen Vertreter dieser Klade,
kommt in einer selbst flr Dyckia aulergewdhnlich groRen Hohe von 1.700 m und darlber
vor. Innerhalb der sidbrasilianischen Klade wachsen alle diejenigen Pflanzen, die auch
tatsachlich aus den drei sudlichsten Bundesstaaten Brasiliens stammen unter 100 m Hoéhe
und bilden eine gut gestitzte Subklade. Die beiden anderen Subkladen der
sudbrasilianischen Klade enthalten dagegen Pflanzen, die aus weiter nordlich gelegenen
Regionen stammen und in 1.000-1.200 m Héhe wachsen. In der zentralbrasilianischen und
der argentinischen Klade dominieren jeweils Pflanzen, die oberhalb von 600 m wachsen,
zumeist in Héhen von 800-1.000 m. Von den Pflanzen, die keiner der vier groRen Kladen von
Core-Dyckia angehoéren, wachsen funf unterhalb von 600 m. Eine der beiden Pflanzen, die
den zentralen Haplotypen des cpDNA Netzwerkes tragt (vgl. Abbildung 23) wurde in 949 m
Hohe gefunden. Von den beiden innerhalb von Dyckia zuerst abzweigenden kleinen Linien

stammt D. espiritosantensis aus 196 m im Tiefland, D. beateae aus 900 m Héhe.

Diese Zusammenhange zwischen Phylogenie und Hoéhe der Standorte stehen grob im
Einklang mit der in 4.3.1 aufgestellten Hypothese zur historischen Biogeographie. Demnach

migrierten die Vorlaufer von Core-Dyckia nach der Trennung von Encholirium in die tieferen
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Regionen des sudlichen Brasiliens. Dabei ist fur die frihen Vorlaufer eine Anpassung an
mittlere Hohen wie bei Encholirium anzunehmen, wie sie in der zuerst abzweigenden Linie
beobachtet wurde. Danach entwickelten sich die flr das Leben im Tiefland nétigen
Errungenschaften und die Radiation von Core-Dyckia begann. Dies spiegelt sich darin
wieder, dass sowohl die Schwestergruppe von Core-Dyckia als auch sieben der 10 Linien
innerhalb von Core-Dyckia Bewohner tiefer gelegener Regionen sind. Somit lebten die
urspringlichen Vertreter von Dyckia im Hochland, die urspriinglichen Vertreter von Core-

Dyckia dagegen im Tiefland.

Generelle Anmerkungen zur Merkmalskartierung in Dyckia

Eine Kartierung insbesondere morphologischer Merkmale auf die in dieser Arbeit ermittelte
plastidare Phylogenie bringt diverse Probleme mit sich. Zum einen stellt sich die Frage,
inwiefern die ermittelte Phylogenie der Plastiden Uberhaupt die verwandtschaftlichen
Beziehungen zwischen den Arten widerspiegelt. Zweitens ist die Auflésung insbesondere
innerhalb der groRen Kladen von Core-Dyckia sehr begrenzt. Drittens bestand bei einigen
der untersuchten Pflanzen keine Moglichkeit, blihende Exemplare zu untersuchen. In diesen
Fallen musste die Blutenfarbe aus den angegebenen Artnamen Uber Literaturrecherchen
ermittelt werden (z. B. Smith & Downs 1974; Winkler 1982). Im Falle der Blitenfarbe besteht
das besondere Problem, dass viele Arten von Dyckia ausschliel3lich auf Basis von
Herbarbelegen beschrieben wurden und Farben nicht angegeben sind. Auch bei vielen
anderen Merkmalen sind die Beschreibungen stark von ihren Autoren abhangig und haufig
unvollstdndig. Die genannten Unsicherheiten werden schliellich noch dadurch verschérft,
dass viele Arten von Dyckia mit den verfigbaren Schllisseln ausgesprochen schwer zu
bestimmen sind (vgl. 1.2.4). Im Falle einer Fehlbestimmung und anschlielender
Rekonstruktion von Merkmalen durch Literaturarbeit ergeben sich nicht abschatzbare Fehler.
Weniger gravierend sind die oben genannten Probleme bezuglich der Héhenverbreitung, da
Fundorte zumeist gut dokumentiert sind. Trotzdem musste die Hohe in einigen Fallen aus
Literaturangaben Uber die jeweilige Art abgeschatzt werden, sofern solche Angaben
uberhaupt existierten (Smith & Downs 1974).

AbschlieRend lasst sich festhalten, dass die Datenlage fir belastbare Hypothesen zur
Evolution morphologischer Merkmale innerhalb von Dyckia derzeit nicht ausreicht. Sowohl
eine héher aufgeldste Phylogenie als auch die direkte Beobachtung der unter vergleichbaren
Bedingungen kultivierten Lebendpflanzen sind ndtig um hier gesicherte Erkenntnisse zu

erlangen.
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4.3 Evolution und Geschichte von Dyckia

4.3.1 Historische Biogeographie von Dyckia und Encholirium

Aus den bisher verfugbaren Daten, insbesondere der plastidaren Phylogenie und dem
Haplotypennetzwerk, Iasst sich eine Hypothese zur historischen Biogeographie entwickeln,
die im Folgenden ndher ausgefuhrt und in Abbildung 37 illustriert wird. Nach der Trennung
von Deuterocohnia, vermutlich in Bolivien, gelangten die gemeinsamen Vorlaufer von Dyckia
und Encholirium vor 6,2-5,6 Millionen Jahren nach Zentralbrasilien (Abbildung 37 A). Danach
begann die zunachst vergleichsweise langsame Differenzierung von Encholirium (Abbildung
37 B). Die drei beziehungsweise vier in dieser Arbeit gefundenen Hauptlinien von
Encholirium entstanden vermutlich in der Zeit bis vor 4,6 Millionen Jahren. Die weitere

Diversifizierung dieser Linien erfolgte dann innerhalb der letzten 3,0 Millionen Jahre.

Wo genau die Abtrennung des Vorlaufers aller heutigen Dyckia-Arten von Encholirium
stattfand, lasst sich aus den gewonnenen Daten nicht folgern. Zur Klarung dieser Frage ware
eine Einbeziehung von E. lymanianum in die Untersuchung von besonderem Interesse.
Diese Art kommt disjunkt in Mato Grosso und Mato Grosso do Sul vor, also in genau jenem
Gebiet, das auch die Heimat der zuerst abgespaltene Linie von Dyckia ist. Allerdings ist
E. lymanianum nur schwer von Vertretern von Dyckia in dieser Region zu unterscheiden.
Forzza (2005) mutmaldt, dass E. lymanianum, D. exserta und D. ferruginea tatsachlich ein
und dieselbe Art reprasentieren konnten. In diesem Fall ware der ursprunglichste Vertreter
von Dyckia wohl von Goias oder Minas Gerais ausgehend nach Siden gelangt. Leider stand

von E. lymanianum kein Material fur die vorliegende Untersuchung zur Verfugung.

Die rezenten Arten von Dyckia begannen vor etwa 4,0 Millionen Jahren, sich zu
diversifizieren (Abbildung 37 C). Die nur drei gefundenen rezenten Vertreter der zwei zuerst
abgespaltenen Linien leben heute in den zentralbrasilianischen Bundesstaaten Mato Grosso

do Sul, Goias und Espirito Santo.

Der zentrale Haplotyp von Core-Dyckia finden sich heute in Pflanzen aus dem sudlichsten
Brasilien (Abbildung 23). Die massive Radiation, wahrend der alle groRen Hauptlinien von
Core-Dyckia entstanden, fand demnach vor etwa 2,9 Millionen Jahren vom Stiden Brasiliens
ausgehend statt (Abbildung 37 D).

Die weitere Diversifizierung der Gattung ereignete sich dann innerhalb der letzten
2,5 Millionen Jahre. Die vier grofen Kladen begannen mit der Besiedlung ihrer jeweiligen
Verbreitungsgebiete, die heute klar voneinander getrennt sind und sich nicht Uberlappen
(Abbildung 37 E, vgl. auch 4.2.2). Fur die zentralbrasilianische Klade kann eine intensive

sekundare Radiation angenommen werden. In den Ubrigen Kladen verlief die Diversifizierung
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6,2-5,6 Ma

5,6-4,6 Ma 4,6-2,9 Ma

(D e 2,9-25Ma| [(E 2,5 Ma-heute 2,5 Ma-heute
A-D: Deuterocohnia . Encholirium Dyckia
E-F: zentralbras. Klade . sudbras. Klade paraguay. Klade argentin. Klade

Abbildung 37: Hypothese zur historischen Biogeographie

Gezeigt ist das aus den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Daten rekonstruierte Szenario der Diversifizierung
von Dyckia und Encholirium. Die Farbkodierung entspricht in den Bildern A-D den drei gezeigten Gattungen. In
den Bildern E und F ist ausschlieBlich Dyckia gezeigt, die Farbkodierung weist auf die gefundenen Kladen
innerhalb von Dyckia hin, entsprechend der Legende am unteren Rand. Kleine Sterne stehen fur beginnende
Diversifizierungsereignisse, groRe Sterne fir fortgeschrittene. Gepunktete Linien verweisen auf Unsicherheiten
Uber Besiedelungswege. A: Ausbreitung des gemeinsamen Vorlaufers von Dyckia und Encholirium von Bolivien
ausgehend nach Brasilien. B: Entstehung der Hauptlinien von Encholirium. C: Abspaltung von Dyckia und
Ausbreitung nach Suden unter Abspaltung zweier heute wenig diversifizierter Linien. D: Erste Radiation von
Dyckia im Suden Brasiliens, Entstehung aller Hauptlinien. E: Verbreitungsgebiete der vier groen Kladen in
heutiger Zeit. F: Fernausbreitung oder Migration einzelner Linien nach Etablierung der grof3en Kladen.

offensichtlich langsamer. Aus jeder der vier gro3en Kladen verlielen nur einzelne kleinere

Linien innerhalb der letzten 2,5 Millionen Jahre das jeweilige Verbreitungsgebiet (Abbildung
37 F).

Insgesamt ist die strikte Limitierung von plastidar definierten Kladen auf distinkte Regionen
bemerkenswert. Zur Erklarung kénnen zwei sich ergdnzende Erklarungen herangezogen
werden. Zum einen sind die Kladen innerhalb von Dyckia aulergewdhnlich jung. Somit war
nur wenig Zeit etwa fur Fernausbreitungsereignisse oder anderweitige zu Durchmischung
fuhrende Mechanismen. Zum anderen scheint die Samenausbreitung bei Dyckia recht
ineffektiv zu sein (vgl. 1.2.3) und plastidare DNA wird in den Bromeliaceae vermutlich wie in

den meisten anderen Angiospermen nur maternal, also Uber die Samen verbreitet. Die aus
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der Sequenzierung des nuklearen Locus phyC gewonnenen Erkenntnisse weisen hingegen
auf einen vielfach hoheren Austausch von genetischem Material des Zellkerns hin

(vgl. 4.3.5). Dieses wird Uber Pollen und Gber Samen ausgebreitet.

Extinktionen, weitere Fernausbreitungsereignisse, Migrationen und moglicherweise neue
Diversifizierungswellen werden vermutlich dazu fuhren, dass sich dieses derzeit klare
geographische Muster in der Zukunft langsam auflést. Eine ahnliche Situation wie bei Dyckia
findet sich in Deuterocohnia (Schitz 2012). Die beiden Kronengruppen dieser in der
plastidaren Phylogenie paraphyletischen Gattung sind ebenfalls sehr jung. Die Samen von
Deuterocohnia haben stark reduzierte Anhangsel und sind vermutlich ebenfalls wenig mobil.
Far die altere Gattung Fosterella zeigt sich hingegen eine weniger klare geographische
Limitierung der gefundenen Kladen (Wagner et al. 2012). In ersten Untersuchungen an
Pitcairnia wurde kein erkennbarer Bezug zwischen der Plastiden-Phylogenie und der
geographischen Verbreitung beobachtet (Schubert, unveréffentlichte Daten). Dies kann
einerseits durch das hdhere Alter, aber auch durch die mdglicherweise mobileren Samen

von Pitcairnia erklart werden (vgl. Abbildung 4).

4.3.2 Klima- und Habitatgeschichte im Verbreitungsgebiet von Dyckia

Klimageschichte in Miozédn, Pliozdn und Pleistozdn

Der Ursprung der Kronengruppe der Bromeliaceae liegt nach den Berechnungen von
Givnish et al. (2011) etwa 19 Millionen Jahre zurlck. Dieser Zeitpunkt liegt in der Serie des
Miozan, das sich Uber den Zeitraum von 20,03-5,332 Millionen Jahren vor heute erstreckte
(Gradstein et al. 2004). Die meisten der heutigen Unterfamilien der Bromeliaceae entstanden
vor etwa 16 bis 14 Millionen Jahren (Givnish et al. 2011). Wahrend dieser Zeit, namlich vor
15 Millionen Jahren, trat ein klimatisches Optimum mit hohen Temperaturen und hoher
Feuchtigkeit auf (Zachos et al. 2001). Danach wurde es zunehmend kuhler und trockener
(Abbildung 38). Zwischen 10 und 6 Millionen Jahren vor heute fand die bisher letzte rapide
Phase der Auffaltung der Anden statt (Ghosh et al. 2006). Als direkte Folge der Anhebung
der Anden und den damit einhergehenden Veranderungen der Windsysteme wurde das
Klima im atlantischen Regenwald und der Serra do Mar entlang der Kuste des sidlichen
Brasiliens gegen Ende des Miozans lokal kihler, aber auch feuchter (Ehlers & Poulsen
2009).

Die auf das Miozén folgende Serie des Pliozan (5,332-2,588 Millionen Jahre vor heute,
Gradstein et al. 2004) zeichnete sich durch ein relativ stabiles Klima aus. Die globale
Durchschnittstemperatur lag immer noch etwa 5 °C uber der heutigen (Lisiecki & Raymo

2005). In diesen Zeitraum fallt auch die Schliefung des Isthmus von Panama vor etwa 3,5
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Abbildung 38: Klimaentwicklung wahrend der Geschichte von Dyckia

Im oberen Bereich der Abbildung ist die datierte Phylogenie aus der BEAST-Analyse gezeigt (vgl. 3.2.2). Die
Farbkodierung der Gattungen ist im linken oberen Teil erklart. Der Graph im unteren Bereich zeigt die
Entwicklung der globalen Durchschnittstemperatur, rekonstruiert aus Verhaltnissen von Sauerstoffisotopen in
benthischen Sedimentbohrkernen. Fir die Zeit von 13,0-5,5 Millionen Jahren ist die gemittelte Temperatur als
Linie und der Schwankungsbereich als graue Flache dargestellt (Zachos et al. 2001). Fir die Zeit von
5,5 Millionen Jahren bis heute ist der exakte Temperaturverlauf gezeigt (Lisiecki & Raymo 2005). Die
Temperaturskala wurde mit Daten aus Eisbohrkernen geeicht (Petit et al. 1999; EPICA community 2004).
Angegeben ist die Abweichung von der mit 0 °C bezeichneten heutigen globalen Durchschnittstemperatur. Die
erdgeschichtlichen Zeitabschnitte entsprechen der Definition von Gradstein et al. (2004).

Millionen Jahren (Antonelli et al. 2009), was teils gravierende Veranderungen insbesondere
der Fauna Sudamerikas nach sich zog. Als pragendes Ereignis flr das Cerrado muss die in
dieser Periode erfolgende rapide Ausbreitung von C,-Photosynthese betreibenden Grasern
gesehen werden. Wahrend diese Pflanzen in Savannen in anderen Teilen der Welt schon
friher dominant geworden waren (z. B. Zachos et al. 2001), setzten sie sich im Cerrado wohl
erst vor etwa 4 Millionen Jahren grof3flachig durch (Simon et al. 2009). Als drastischer
Umbruch wird in diesem Zusammenhang die Zunahme von Branden gesehen, denn die

weiten mit Grasern bestandenen Flachen sind besonders anfallig flr die Entziindung durch
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Blitzschlag. Der Einfluss von Feuer wurde bereits mehrfach als pragend fir die Vegetation

des Cerrados beschrieben (z. B. Abreu Ferreira et al. 2010).

Die Serie des Pleistozan (2,588 Millionen-11.672 Jahre vor heute,Gradstein et al. 2004)
zeichnete sich durch eine starke Verringerung der globalen Durchschnittstemperatur aus.
Weiterhin war die durchschnittiche Temperatur starken Schwankungen unterworfen
(Abbildung 38). So wechselten sich in zyklischen Abstdnden Warm- und Kaltzeiten ab.
Innerhalb dieser Zyklen, welche innerhalb der letzten 1 Million Jahre etwa 100.000 Jahre,
davor etwa 41.000 Jahre dauerten, variierte die globale Durchschnittstemperatur teils um
mehr als 5 °C innerhalb kirzester Zeit (Lisiecki & Raymo 2005).

Das Klima wéhrend der Trennung von Dyckia, Encholirium und Deuterocohnia

Die globale Abkuhlung gegen Ende des Miozéans erdffnete moglicherweise Korridore fur die
Migration an Trockenheit angepasster Pflanzen und Tiere in den tieferen Regionen Boliviens
und im Westen Brasiliens. So dehnten sich trockene Habitate von den Hoéhenlagen
zunehmend ins Tiefland hin aus und ermoglichten xerophytischen Pflanzen, sich dort zu
etablieren (z. B. Winkler 1986). Es ist anzunehmen, dass die gemeinsamen Vorlaufer von
Dyckia und Encholirium durch solche Korridore von Bolivien ausgehend ins heutige Brasilien
gelangten. Uber die Griinde, warum Deuterocohnia sich nicht in diese Richtung ausbreiten
konnte, kann nur spekuliert werden (Schiitz 2012). Eine mdgliche Erklarung kénnte in den
verholzenden Infloreszenzen von Deuterocohnia zu suchen sein. Hier investieren die
Pflanzen viel Energie in die Ausbildung eines mehrjahrigen Blltenstandes. Sollten die
Infloreszenzen aber im Tiefland in verstarktem MaRe der Gefahr der Zerstérung durch Feuer
oder grofle Herbivoren ausgesetzt sein, koénnten einjahrige Blltenstande einen
Selektionsvorteil bedeuten. Forzza (2005) beobachtete beispielsweise an Infloreszenzen von

Encholirium vogelii haufig starke Zerstérungen durch Tierfral3.

Das erste Auftreten des gemeinsamen Vorlaufers von Dyckia und Encholirium im Osten
Brasiliens fallt in die Zeit nach dem Abschluss der letzten raschen Phase der Hebung der
Anden. Zu diesem Zeitpunkt hatte sich das Klima dort vermutlich starker als im globalen
Mittel abgekuhlt und es war feuchter geworden, dennoch lag die Durchschnittstemperatur
noch Uber der heutigen. Ein Grund fir das Durchsetzen und dauerhafte Verbleiben des
Vorlaufers der beiden Gattungen und seiner Nachkommen in ihrem neuen
Verbreitungsgebiet mag die Resistenz gegen die im spateren Pliozan verstarkt auftretenden
Brande gewesen sein (vgl. 1.2.3). Die Trennung der Hauptlinien von Encholirium, die
Entstehung von Dyckia und die Abspaltung zweier bis heute kaum diversifizierter Linien

innerhalb von Dyckia verliefen fast komplett im Pliozan. Also fallt diese Phase langsamer
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Diversifizierung in einen Zeitraum stabilen Klimas. Die Radiationen von Dyckia, aber auch
die weitere Diversifizierung von Encholirium ereigneten sich dagegen fast komplett im
Pleistozan, einem Zeitalter rapider Klimaschwankungen. Diese Zusammenhange legen den
Schluss nahe, dass der periodische Wechsel von Warm- und Kaltzeiten eine treibende Kraft

hinter der raschen Diversifizierung insbesondere von Dyckia war.

Historische Entwicklung der Campos Rupestres

Antonelli et al. (2010) modellierten die Ausdehnung der Campos Rupestres wahrend
kiihlerer Perioden der Erdgeschichte. Wahrend diese Okoregion heute fiir gewohnlich auf
Hoéhenlagen oberhalb von 1.000 m Hohe beschrankt ist, lag ihre Untergrenze wahrend der
Kaltzeiten der letzten Millionen Jahre vermutlich bei etwa 800 m. Diese Absenkung
resultierte in einer enormen Flachenzunahme und Verschmelzung vieler heute isolierter
Fragmente der Campos Rupestres (Abbildung 39). Fur Dyckia und Encholirium geeignete
Habitate im Osten Brasiliens waren zu diesen Zeiten demnach weniger fragmentiert als
heute. In der Serra do Caiap6 im aufersten Westen des Bundesstaates Goias gibt es zudem
grolie Bereiche in 800-1000 m Meereshdhe, auf denen sich in kalteren Zeiten potentiell
Campos Rupestres etablieren konnten. Selbst im Sidosten von Mato Grosso existieren
solche Gebiete, kleinere Fragmente finden sich verstreut bis in den Sidwesten an die
Grenze Boliviens, die Heimat von Deuterocohnia. Mdglicherweise dienten diese Gebiete als
Trittsteine fur die Migration des gemeinsamen Vorlaufers von Dyckia und Encholirium nach
Osten (blau unterlegte Bereiche in Abbildung 39). Allerdings lag die globale
Durchschnittstemperatur in dieser Periode nicht deutlich unter der heutigen. Es ist aber
durchaus mdglich, dass auch andere, derzeit ungeklarte Faktoren eine Ausdehnung der

Campos Rupestres bewirkt haben kénnten.

Die Frequenz der periodischen Ausdehnung und Kontraktion der Campos Rupestres war
zweifellos im Pleistozan am hochsten (Antonelli et al. 2010). Dasselbe ist fur die
entsprechenden Areale der Arten von Dyckia anzunehmen. In kélteren und trockeneren
Zeiten bildeten sich mdglicherweise Korridore zwischen ansonsten isolierten Habitaten.
Durch solche Korridore konnte Dyckia einerseits bis dato unbesiedelte Campos Rupestres
erreichen. Andererseits durften solche Verbindungen auch zu verstarktem Genfluss und
sogar der Verschmelzung von Arten infolge von sekundadrem Kontakt geflhrt haben.
Stebbins (1984) postulierte fiir solche Szenarien eine verstarkte Artbildungsrate durch
Hybridisierung und Polyploidisierung. Langer voneinander isolierte Populationen kénnten
demnach divergente Umstrukturierungen ihrer Chromosomen anhaufen. Bei sekundarem
Kontakt wirde dies in einer reduzierten Fitness von Hybriden resultieren, was durch

Polyploidisierung aber umgangen wurde. Fur Dyckia scheint dieser Mechanismus wohl keine
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Abbildung 39: Modellierung der Ausdehnung von Campos Rupestres in vergangener Zeit

Gezeigt sind die Hohenstufen im Verbreitungsgebiet von Dyckia (mit dicken schwarzen Linien umrandet). Rot
markiert sind Bereiche Uber 1.000 m, wo sich die Campos Rupestres in heutiger Zeit zumeist befinden. Blau
eingefarbt sind Héhen von 800-1.000 m, in die sich die Campos Rupestres wahrend der Klimaschwankungen des
Pleistozans zeitweise ausdehnten (z. B. Antonelli et al. 2010). Héhen Ulber 2.000 m sind grau dargestellt. Im
Ubrigen entsprechen die Farben der am linken unteren Rand gezeigten Legende. Im rechten Bildteil ist die
Region um den Bundesstaat Minas Gerais, das Diversitdtszentrum von Dyckia, vergrofRert dargestellt. Reliefkarte
basierend auf SRTM- und GTOPO30-Daten (erstellt nach Braxmeier 2012).

grol3e Rolle gespielt zu haben, da polyploide Arten wohl eher selten sind (Sharma & Ghosh
1969; Brown & Gilmartin 1989; Cotias-de-Oliveira et al. 2000; Gitai et al. 2005). Eine
umfassende Studie zu Chromosomenzahlen und GenomgroRRen in Dyckia und Encholirium

existiert allerdings nicht. Der offenbar dennoch gravierende Einfluss der Klimaschwankungen

auf die Evolution von Dyckia wird in Abschnitt 4.3.5 diskutiert.

4.3.3 Diversifizierung anderer Pflanzengruppen im Verbreitungsgebiet von Dyckia

Bisher haben sich nur wenige molekulare Untersuchungen mit Organismengruppen befasst,
die im gleichen Verbreitungsgebiet wie Dyckia vorkommen und ahnlich rasche
Diversifikationen erfahren haben. Beheregaray (2008) moniert gar einen generellen Mangel
an phylogeographischen Studien flir Organismengruppen der siidlichen Hemisphare. Zudem
sind nicht viele zuverlassig datierte Phylogenien verfiigbar (z. B. Antonelli & Sanmartin
2011). Von besonderer Relevanz fir einen Vergleich mit Dyckia sind Studien an
Pflanzengruppen mit ahnlicher Verbreitung und Standortansprichen, etwa andere Bewohner

der Campos Rupestres. Solche Vergleiche kénnten Hinweise auf mogliche

139



Diskussion

Schlusselinnovationen und Speziationsmechanismen geben. Aber auch andere

Organismengruppen kdnnen von Interesse sein.

Hoffmannseqggella (Antonelli et al. 2010; Gustafsson et al. 2010)

Ein typischer Bestandteil der Vegetation der Campos Rupestres sind Vertreter der Gattung
Hoffmannseggella (Orchidaceae). Basierend auf einer Analyse der nuklearen /TS-Region
erstellten Antonelli et al. (2010) eine datierte Phylogenie der Gattung. Das erhaltene
Alignment ist mit weniger als 700 bp vergleichsweise kurz und die erhaltene Auflésung des
Stammbaums extrem gering. Eine BEAST-Analyse des Datensatzes mit einem einzelnen
sekundaren Kalibrierungspunkt deutet auf ein Alter der Gattung von etwa 11 Millionen
Jahren hin (Gustafsson et al. 2010). Das 95%-Konfidenzintervall dieses Wertes wird
allerdings mit 5-20 Millionen Jahren angegeben. Trotz der erheblichen Mangel der Analyse
hinsichtlich erzielter Auflésung und Zuverlassigkeit der Datierung kénnen interessante

Vergleiche zu Dyckia gezogen werden.

Antonelli et al. (2010) beschreiben die zuvor erwahnte rhythmische Ausdehnung und
Kontraktion der Campos Rupestres als treibende Kraft hinter der Diversifizierung von
Hoffmannseggella (siehe auch 4.3.2). So spalteten sich die neun zu Beginn des Pliozans
existenten Linien bis heute in insgesamt 41 verschiedene Arten auf. Die immer starker
werdenden periodischen Klimaschwankungen zu Beginn des Pliozans und deren besondere
Intensivierung im Pleistozan (vgl. Abbildung 38) werden als Ursache hierfir angegeben. Da
sich Dyckia Uberwiegend im Pleistozan diversifizierte, hatten diese Veranderungen sicher
auch einen Einfluss auf die Ausdehnung passender Habitate flir Dyckia. Ein direkter

Vergleich mit Hoffmannseggella ist aber nur bedingt zulassig.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen Hoffmannseggella und Dyckia liegt im jeweiligen
Ursprung der Pflanzen. Die frihen Vertreter von Hoffmannseggella wuchsen offenbar schon
im heutigen Verbreitungsgebiet, bevor das Cerrado, die Mata Atlantica und wohl auch die
Campos Rupestres ihre heutige Form annahmen. Die Vorlaufer von Dyckia und Encholirium
hingegen gelangten erst vor etwa 6 Millionen Jahren in diese Region, als die vorerst letzte
Phase der Auffaltung der Anden gerade abgeschlossen war und die periodischen
Klimaschwankungen zunahmen (siehe 4.3.1). Die Rickkehr von Dyckia in die Campos
Rupestres nach der zwischenzeitlichen Migration ins Tiefland im Siden Brasiliens fand gar

erst vor weniger als 3 Millionen Jahren statt.

Somit kann Hoffmannseggella als Beispiel fur eine Gattung dienen, deren Anpassungen sich
bereits vor oder spatestens mit der Entstehung des Habitates entwickelten. Die

Diversifizierung erfolgte dann im Kontext der zunachst nur langsam einsetzenden
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klimatischen Veranderungen. Dagegen entwickelten sich zumindest einige wichtige
Eigenschaften von Dyckia vermutlich aulRerhalb der Campos Rupestres, namlich einerseits
vor und kurz nach der Trennung von Deuterocohnia in Bolivien und spater im Tiefland im
Suden Brasiliens. Bei der Ankunft der Vorganger der zentralbrasilianischen Klade in den
Campos Rupestres dirften diese Habitate ihrem heutigen Erscheinungsbild bereits stark
geahnelt haben. Die oszillierenden Klimaveranderungen waren ferner bereits in vollem
Gange. Es ist also von einer Radiation der Gattung Dyckia in ein bestehendes Okosystem

hinein auszugehen.

Sukkulente Caryophyllales (Arakaki et al. 2011)

Arakaki et al. (2011) publizierten eine sehr umfassende datierte Phylogenie sukkulenter
Pflanzen der Caryophyllales, insbesondere der Cactaceae. Innerhalb der Cactaceae bilden
die Notocactaceae und die Cereeae gemeinsam eine grofde, auf Sidamerika beschrankte
Klade. Deren Diversifizierung begann mit der Aufspaltung in zwei Linien vor etwa
15 Millionen Jahren, die meisten Linien entstanden aber deutlich spater. Fir die nahezu auf
Brasilien beschrankten Cereinae wird ein Alter von 7,5-6,5 Millionen Jahren angegeben, die
meisten Linien entstanden innerhalb der letzten 5 Millionen Jahre. In diesem
Zusammenhang kann auch die Arbeit von Roncal et al. (2011) genannt werden. Hier wird die
Palmenart Geonoma brevispatha (Arecaceae) als Indikatorart fur das Cerrado identifiziert
und das Alter dieser Okoregion darauf basierend mit 5,2 Millionen Jahren angegeben.
Innerhalb der Caryophyllales ist die Praadaption zur Ausbildung von Sukkulenz offenbar sehr
alt. Daher sehen Arakakietal. (2011) in der Ausbildung sukkulenter Sprosse keine
Schlusselinnovation flur eine rapide Diversifizierung. Vielmehr wird die rasche Ausbreitung

arider Habitate als Motor zur Diversifizierung gesehen.

Resistenzen gegen Feuer in Fabaceae und Melastomataceae (Simon et al. 2009)

Simon et al. (2009) verglichen datierte Phylogenien der Gattungen Mimosa, Andira und
Lupinus (alle Fabaceae) und des Tribus Microlicieae (Melastomataceae). Die Diversifizierung
der innerhalb dieser Gattungen im Cerrado auftretenden Linien begann hier jeweils vor
weniger als 10 Millionen Jahren, der weitaus gréfdte Teil der Linien entstand jedoch erst
innerhalb der letzten 4 Millionen Jahre. Die Autoren der Studie nehmen an, dass die
Ausbildung von Resistenzen gegen Feuer die Schlusselinnovation fur den Erfolg und die
Diversifizierung insbesondere der artenreichen Gattung Mimosa und der Microlicieae war
(siehe auch Fritsch et al. 2004). Solche Resistenzen entstanden innerhalb von Mimosa und

Andira mehrfach. Die Autoren gehen davon aus, dass sich diese Innovationen jeweils in situ,
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also innerhalb des Cerrados entwickelten. Eine Einwanderung bereits an Feuer angepasster

Linien in das entstehende Cerrado wird dagegen als unwahrscheinlich angesehen.

Riickschliisse in Bezug auf Dyckia

Fiar Organismengruppen insbesondere des Cerrados, aber auch der Mata Atlantica und der
Campos Rupestres gibt es letztlich doch eine ganze Reihe an datierten Phylogenien (Berry
et al. 2004; Fritsch et al. 2004; Almeida et al. 2007; Elias et al. 2009; Simon et al. 2009;
Antonelli et al. 2010; Gustafsson et al. 2010; Maravi 2010; Arakaki et al. 2011; Roncal et al.
2011). Als Konsens aus der Mehrzahl dieser Arbeiten kann eine parallele Entstehung dieser
drei eng miteinander verbundenen und verzahnten Okoregionen angenommen werden. Viele
der untersuchten Organismengruppen traten vor etwa 10 Millionen Jahren erstmals in der
Region auf, so etwa Hoffmannseggella (Antonelli et al. 2010; Gustafsson et al. 2010),
Fuchsia (Berry et al. 2004), Mimosa, Andira, Lupinus und die Microlicieae (Simon et al.
2009). Eine teils starke Erhohung der Diversifizierungsraten wurde ab etwa 6 Millionen
Jahren vor heute beobachtet, so fir die dort lebenden Vertreter der Bromelioideae
(Bromeliaceae, Givnish et al. 2011) und die Gattung Hoffmannseggella (Gustafsson et al.
2010). Dies fallt in etwa mit dem vermutlichen Zeitpunkt der Entstehung der Habitate dieser
Region in ihrer heutigen Form zusammen (Ehlers & Poulsen 2009; Givnish et al. 2011;
Roncal et al. 2011). Einige der Organismengruppen zeigen ferner eine stark zunehmende
Diversifizierung ab etwa 3 Millionen Jahren vor heute, so beispielsweise Mimosa (Simon et
al. 2009). Dies markiert in etwa die beginnende Intensivierung der Klimaschwankungen des

Pleistozans.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit decken sich sehr gut mit den anhand anderer
Organismengruppen gewonnenen Erkenntnissen. So fallt die beginnende Diversifizierung
der gemeinsamen Vorlaufer von Dyckia und Encholirium in die Zeit der Entstehung der
Pflanzengesellschaften dieser Gegend. In der Phase bis zur beginnenden Radiation von
Dyckia durchliefen diese Pflanzen eine ahnliche Diversifizierung wie andere dort heimische
Lebewesen. Die vor etwa 2,6 Millionen Jahren einsetzenden rapiden Klimaschwankungen
des Pleistozans spiegeln sich auch in der Phylogenie anderer Pflanzengattungen wider. Eine
explosive Radiation wie bei Dyckia bleibt aber in den bisher untersuchten Taxa eine sehr

seltene Ausnahme.

Hypothesen Uber die Grinde fir die rasche Diversifizierung wurden bereits flr einige
Pflanzengruppen erértert, die in den trockenen Habitaten Brasiliens Radiationen durchlaufen
haben. Im Cerrado stellt eine in situ entwickelte Resistenz gegen Feuer sicherlich eine

plausible Erklarung fir den Erfolg dar. Die heutigen Habitate von Dyckia und Encholirium
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sind weniger stark durch regelmafRige Brande beeinflusst (vgl. 1.2.2, 1.2.3 und 4.3.2).
Obwohl die Arten beider Gattungen eine gewisse Widerstandsfahigkeit gegen Feuer zeigen,
spielten Brande fir die beginnende Diversifizierung des Komplexes aus Dyckia und
Encholirium wohl keine so groRRe Rolle. Wichtiger war sicherlich der in kurzen zeitlichen
Abstanden abwechselnd schrumpfende und sich ausdehnende Lebensraum. Dieser
exogene Faktor wird auch fir Vertreter der Caryophyllales dieser Region angenommen
(Arakaki et al. 2011). Die Pflanzen mussten also im Wesentlichen die Fahigkeit zur
xerophytischen Lebensweise mitbringen. Flr die besonders schnelle Radiation von Dyckia,
aber auch fur die zunehmende Diversifizierung von Encholirium findet sich in der von
Antonelli et al. (2010) rekonstruierten Geschichte der Campos Rupestres eine plausible

Begrindung.

Sowohl Hoffmannseggella als auch Dyckia und Encholirium gelten als typische Bewohner
der Campos Rupestres. Diese stellen allerdings kein einheitliches Okosystem dar, sondern
vielmehr eine fragmentierte Ansammlung zumindest floristisch stark unterschiedlicher
Habitate (vgl. Alves & Kolbek 2010). Dies wird auch bei der Betrachtung der enormen
Biodiversitat im Vergleich zur recht geringen von Campos Rupestres bedeckten Flache
deutlich (siehe 1.2.2). Aufgrund der Heterogenitat der Campos Rupestres ist unklar, wie
ahnlich die Habitate von Dyckia und Hoffmannseggella tatsachlich sind. Selbst zwischen
Dyckia und Encholirium scheinen bisher unerkannte Unterschiede in den besiedelten
Habitaten zu bestehen. Und so ist nicht auszuschlielen, dass die Ausdehnung und

Kontraktion der Habitate fir jede der Gattungen ein unterschiedliches Mal} erreichte.

4.3.4 Die besonders hohe Diversitiat von Dyckia

Die hohe Artenzahl von Dyckia ist bemerkenswert. Zwar sind die Neotropis und
insbesondere die hochgradig fragmentierten Campos Rupestres bekanntermalien Zentren
aullergewOhnlicher Biodiversitdt. Auch die Bromeliaceae als Ganzes sind ein
beeindruckendes Beispiel fur eine diverse neotropische Organismengruppe. Selbst innerhalb
der Pitcairnioideae existiert mit Pitcairnia ein weiteres Beispiel von besonders intensiver
Diversifikation. Aber nicht zuletzt der Vergleich von Dyckia mit den am nachsten verwandten
und sehr ahnlichen Gattungen Encholirium und Deuterocohnia wirft Fragen auf. So ist die
Artenzahl von Dyckia um ein Vielfaches hoher als jene der beiden anderen Gattungen,

obwohl Dyckia vermutlich die jungste Linie innerhalb dieser xerophytischen Klade darstellt.

Die Diversitat von Dyckia im Vergleich mit Encholirium

Die hohe Artenzahl von Dyckia resultiert mdglicherweise in groRem Male aus den

Eigenschaften und der Geschichte der besiedelten Habitate. So stellt sich nun einerseits die
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Frage, was die Arten von Dyckia dazu befahigte, sich in diesem Lebensraum zu behaupten.
Andererseits scheint sich Dyckia aber auch viel schneller diversifiziert zu haben als
Encholirium. So muss es zwischen den beiden Gattungen Unterschiede geben, welche

dieses Phanomen erklaren.

Die Zahl offensichtlicher Unterschiede zwischen den beiden Gattungen ist gering. Am
augenscheinlichsten ist die Prasenz anderer Blitenfarben und die tendenziell intensivere
Blitenfarbung bei Dyckia. Dies konnte gegenuber von Encholirium zur Anlockung von
zusatzlichen oder anderen Bestdubern geflhrt haben. Ein anderer bemerkenswerter
Umstand ist, dass Encholirium ausschlie8lich nérdlich des 21. stdlichen Breitengrades
vorkommt. Dyckia wachst dagegen in Uruguay und Argentinien bis hinunter zum
35. stdlichen Breitengrad. Zwar liegt das Biodiversitatszentrum von Dyckia im
Uberlappungsbereich mit Encholirium in Minas Gerais, das erste grole Radiationsereignis
ging aber offenbar vom Flachland im Siden Brasiliens in der Gegend um den
30. Breitengrad herum aus (vgl. 4.2.5). So scheint es, als ware die Gattung Dyckia erst nach
ihrer Migration in den Siden vor etwa 3 Millionen Jahren zu ihrer enormen Diversifizierung
fahig gewesen. Encholirium war offenbar zu keiner Zeit in der Lage, so weit nach Suden zu
gelangen. Moglicherweise sind die gleichen Schlisselinnovationen, die die Migration in den
Siden ermoglichten, auch der Motor fir die rapide Diversifikation von Dyckia nach der

Riickkehr nach Zentralbrasilien vor etwa 2 Millionen Jahren.

Ein eher trivialer Grund fur die héhere Artenzahl bei Dyckia im Vergleich zu Encholirium ist
sicherlich die schiere GréRRe des Verbreitungsgebietes. So kommen viele Dyckia-Arten auch
oder nur in Argentinien, Paraguay, Bolivien, Uruguay und dem sldlichen Brasilien vor,
wahrend Encholirium auf Zentral- und Ostbrasilien beschrankt ist. Aber auch dort, wo beide
Gattungen gemeinsam vorkommen, ist Dyckia artenreicher. In Minas Gerais etwa, wo beide
Gattungen ihre Diversitatszentren haben, existieren 42 Arten von Dyckia, aber nur 15 Arten
von Encholirium (Versieux & Wendt 2006; 2007), obwohl Encholirium hier nach Maftgabe der

plastidaren Phylogenie deutlich mehr Zeit zur Diversifizierung hatte.

Unterschiedliche Hbohenverbreitung

Die Arten von Encholirium besiedeln ahnliche Standorte wie die Arten von Dyckia,
wenngleich die Gattungen selten oder fast niemals sympatrisch auftreten (Pinangé,
personliche Mitteilung). Einige Vertreter von Dyckia wachsen jedoch in grélkeren Hohen als
Encholirium (z. B. Smith & Downs 1974; Forzza 2005). Inwiefern Dyckia vielleicht eine
gesteigerte Resistenz gegen Kalte aufweist, ist unbekannt. Interessanterweise bezeichnete

aber schon Beer (1857) Dyckia rariflora als die Art mit der hdchsten Widerstandsfahigkeit
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gegen Kalte innerhalb der gesamten Bromeliaceae. Zu dieser Zeit war allerdings erst ein
Bruchteil der heute beschriebenen Bromelien bekannt. In Botanischen Garten kultivierte
Vertreter einiger Dyckia-Arten erwiesen sich als resistent gegen leichten Frost (Jenkins
1998). Im Vergleich zu Vertretern von Deuterocohnia konnte Dyckia teilweise sogar noch
etwas geringere Temperaturen ohne gréRere Schaden verkraften. Dies ist insofern
bemerkenswert, als Deuterocohnia in teils sehr viel héher gelegenen Habitaten lebt. Arten
von Encholirium wurden in diesem Zusammenhang leider nicht untersucht. Der Umstand,
dass Dyckia so weit in den deutlich kalteren Siden vordrang und erst danach zur Radiation
in Zentralbrasilien fahig war, macht mogliche zukiinftige Untersuchungen zur Kalteresistenz

aber aulerst interessant.

Effektiverer Genfluss bei Encholirium

Da Arten von Encholirium generell in geringeren Hohen vorkommen als Vertreter von Dyckia
im jeweils selben Gebiet, sind die Habitate der Arten von Encholirium moglicherweise
weniger stark voneinander isoliert (vgl. auch 4.3.2). Dies kdnnte in einem im Vergleich zu
Dyckia verstarkten Genfluss zwischen einzelnen Populationen fiihren. Eine aktuelle Studie
an E. spectabile weist auf einen sehr effektiven Genfluss hin (Gongalves-Oliveira & Benko-
Iseppon, unverdffentlichte Daten). Eine kirzlich durchgefiihrte Studie an den sympatrisch
lebenden Arten E. heloisae und E. vogelii demonstriert die groe Bedeutung
unterschiedlicher Strategien zur Bestdubung fur die Trennung von Arten (Christianini et al.
2012). Wahrend die divergierende Phanologie und die Fahigkeit zur Selbstung nicht
ausschlaggebend zu sein scheint, spielen die Chiropteriphilie und Sphingophilie bei
E. vogelii im Gegensatz zur ausschliellich ornithophilen E. heloisae bei der genetischen
Isolation dieser beiden Arten moglicherweise eine entscheidende Rolle. Die Bestdubung
durch Fledermause kommt in Encholirium haufiger vor, fehlt aber offenbar in Dyckia (Sazima
et al. 1989).

Ein infolge geringerer geographischer Distanzen effizienterer Genfluss innerhalb der Arten in
Verbund mit einem hoheren Grad an Isolation zwischen den Arten, vermittelt durch
unterschiedliche Bestauber, kdnnten Schlisselfaktoren fiir den besseren Zusammenhalt der
Arten von Encholirium im Vergleich zu Dyckia sein. All dies wirde die offenbar deutlich
geringeren Diversifikationsraten bei Encholirium erklaren. Somit wirde die Vielfalt von
Dyckia nicht etwa aus einer gesteigerten Fitness, sondern aus der geringeren Fahigkeit zum
Austausch von genetischem Material zwischen Populationen, einer somit hoheren
Speziationsrate und daraus folgendem vermehrtem Endemismus resultieren. Zwar stehen
moglicherweise selbst entfernt verwandte Arten von Dyckia noch in genetischem Kontakt

miteinander. Ein Verschmelzen der Arten findet aber offenbar nicht statt (vgl. auch 4.3.5).
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4.3.5 Artkonzepte fiir Dyckia

Hinweise auf genetische Durchmischung bei Arten von Dyckia

Innerhalb der ermittelten Phylogenien auf Basis plastidarer Sequenzen und des nuklearen
Locus phyC sind die untersuchten Arten von Dyckia haufig paraphyletischen Ursprungs. Von
den 19 durch jeweils mehr als eine Akzession reprasentierten Arten trugen lediglich zwei
Arten Plastiden eindeutig monophyletischen Ursprungs. In acht Fallen mangelte es fir eine
solche Aussage an Auflésung und in neun Fallen trugen Arten klar paraphyletische
Plastiden. Im Falle von phyC wurden nur in einer einzigen Art Allele monophyletischen
Ursprungs gefunden, namlich den beiden Varietaten von D. marnier-lapostollei. In vier Fallen
kann aufgrund mangelnder Aufldsung keine Aussage getroffen werden, aber in 14 Arten

waren phyC-Allele klar paraphyletischen Ursprungs.

In Einzelfallen kénnten durchaus Fehlbestimmungen die Ursache hierflr sein. Die Haufigkeit,
mit der die untersuchten Arten nicht monophyletischen Ursprungs sind, deutet aber auf ein
generelles Phanomen hin. Daflir spricht auch auch die extreme allelische Variation des
Locus phyC innerhalb einzelner Individuen (siehe 3.3.2 und 4.1.3, Abbildung 25). So
gehoren die beiden innerhalb der gleichen Pflanze gefundenen Allele von phyC manchmal
ganz unterschiedlichen Kladen innerhalb der Phylogenie an. Auch die deutlich erhohte
Auflésung der Phylogenie mit reduziertem Probensatz (Abbildung 29) spricht gegen einen
jeweils monophyletischen Ursprung der beiden Allele bei heterozygoten Proben. Dies alles
gilt fir im Freiland gesammelte Pflanzen in gleichem Male wie fur in Botanischen Garten

kultivierte Akzessionen.

Zwischen der Phylogenie der Plastiden und der Phylogenie von Allelen des Gens phyC
treten teils erhebliche Diskrepanzen auf. Aufgrund der nicht monophyletischen Abstammung
der Arten ist aulierdem davon auszugehen, dass keiner der beiden Baume die tatsachliche
hypothetische Phylogenie der Arten von Dyckia (species tree) widerspiegelt. Demnach ist
von einem gewissen Grad von genetischer Durchmischung auszugehen. Fir einige dieser
Unterschiede kann vermutlich incomplete lineage sorting verantwortlich gemacht werden
(vgl. 4.2.2 und 4.2.3). In anderen Fallen konnte ein gelegentlicher Genfluss zwischen Arten
und Introgression durch Hybridisierung und Rickkreuzung verantwortlich sein. Hierunter fallt
auch der haufig als chloroplast capture bezeichnete Fall der Introgression von Plastiden
(z. B. Tsitrone et al. 2003; Banfer et al. 2006).

Introgression oder incomplete lineage sorting?

Zwischen Introgression und incomplete lineage sorting zu unterscheiden, ist sehr schwierig,

beide Mechanismen kdnnen ahnliche Phanomene bewirken (Holder et al. 2001). Eine
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zuverlassige Aussage daruber, welche der Mdoglichkeiten fir spezifische Inkongruenzen
zwischen Phylogenien verantwortlich ist, ist nur durch hohen methodischen Aufwand zu
treffen. Rickschlliisse kdnnen etwa Uber einen Vergleich mehrerer, durch Untersuchung
unterschiedlicher Loci gewonnener Phylogenien gewonnen werden (z. B. Buckley et al.
2006). Dabei kann jedoch unter Umstanden eine grof’e Zahl an verschiedenen nuklearen

Loci nétig sein (Holder et al. 2001).

Bei Dyckia sprechen eine Reihe an Erkenntnissen und Uberlegungen fiir den Mechanismus
der Introgression als dominierenden Faktor. Hier ist zum einen die bekannte Interfertilitat
zwischen Arten von Dyckia und auch mit Vertretern von Encholirium zu nennen (Grant &
Zijlstra 1998; Versieux & Wendt 2006). Die raumliche N&he vieler Arten zueinander in
Verbindung mit wenig spezifischer Bestdubung und grof3er Reichweite einiger Bestauber
machen einen sporadischen Austausch von genetischem Material Uber Pollen sehr
wahrscheinlich (siehe 1.2.3). Auch die haufig hohe allelische Variation bei phyC innerhalb
einzelner Individuen ist durch einen eher kirzlichen Austausch von genetischem Material
besser zu erklaren als durch das Uberdauern alter Allele. Eine Introgression (ber groRe
Distanzen der Phylogenie hinweg wird auch als Grund fir die Paraphylie der Plastiden in
Deuterocohnia angenommen (Schitz 2012). Auch bei der Gattung Puya wurde Introgression
als Erklarung fir Widerspriche zwischen Phylogenien auf Basis von plastidaren Daten und
phyC angefihrt (Jabaily & Sytsma 2010).

Eine periodische Ausdehnung und Kontraktion der Habitate im Pleistozan konnte ein
wichtiger, die Introgression begunstigender Faktor gewesen sein (vgl. 4.3.2). So kamen
zuvor getrennte Populationen auf periodisch auftretenden Korridoren immer wieder in
sekundaren Kontakt miteinander (Antonelli et al. 2010). Dabei hatten Arten regelmaRig die
Moglichkeit, in die Verbreitungsgebiete anderer getrennter Arten einzudringen.
Excoffier et al. (2009) beschreiben fiir solche Falle eine massive Introgression von lokalen
Genen in das Genom der invasiven Arten. Auf diese Art und Weise kdnnten auch Plastiden
in zuvor klar getrennte Linien gelangt sein, die ansonsten durch die limitierte Fahigkeit zur
Samenausbreitung wenig mobil sind (vgl. 1.2.3 und 4.3.1). Weiterhin konnte der genetische
Fluss zwischen den Arten in solchen Episoden deutlich héher gewesen sein, als dies

aufgrund der heute stark isolierten Habitate erwartet wiirde.

Zusammenbhalt der Arten trotz regelméBBigen Genflusses
Die Arten von Dyckia sind im allgemeinen morphologisch schwer auseinanderzuhalten.
Einzelne diagnostische Merkmale Uberlappen sich regelmalig und erst ihre Kombination

erlaubt eine mehr oder minder gute Abgrenzung (z. B. Smith & Downs 1974; Winkler 1986).
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Ferner zeigt sich eine enorme innerartliche Variation bei vielen der Merkmale. Es drangt sich
daher die Vermutung auf, dass nur die allerwenigsten der beschriebenen Morphospezies
auch dem biologischen Artkonzept nach Mayr (1963) geniligen. Dieses wiirde eine strikte

reproduktive Isolation voraussetzen.

Die unscharfen Grenzen zwischen den einzelnen Arten von Dyckia spiegeln sich auch in den
molekularen Daten wider. So gibt es Hinweise auf regelmafligen und intensiven Austausch
von genetischem Material selbst zwischen phylogenetisch weit entfernten Arten. Mit welcher
Regelmaligkeit sich Linien von Dyckia aufspalten oder fusionieren, lasst sich anhand der
gewonnenen Daten schwer abschatzen. Allerdings spricht vieles dafur, dass zuvor getrennte
Linien bei sekundarem Kontakt nicht wieder komplett miteinander verschmelzen. Vielmehr
scheinen die Arten ihre Gene in groRem Umfang miteinander auszutauschen, ohne ihre
phanotypische Identitat als eigene Art zu verlieren. Uber die exakten Mechanismen, welche
diese Kohasion der Arten trotz Genfluss bewirken, kdnnen derzeit noch keine zuverlassigen
Aussagen gemacht werden. Ein ahnliches Phanomen wurde aber auch bei vielen anderen
sympatrisch vorkommenden Arten beobachtet, etwa innerhalb der Gattung Pitcairnia (Palma-
Silva et al. 2011; Southcott & Ostevik 2011).

Das biologische Artkonzept erwies sich in der Vergangenheit schon fur viele Organismen als
problematisch, insbesondere bei Pflanzen. Besonders in tropischen Pflanzen scheinen
reproduktive Barrieren zwischen nahe verwandten Arten haufig zu fehlen (Lexer & Widmer
2008). Die Ausbildung einer vollstdndigen, Genom-weiten reproduktiven Isolation zwischen
Arten scheint demnach aulerhalb des Tierreichs keinesfalls die Regel zu sein. Vielmehr
deutet sich an, dass vielfach nur eine kleine Zahl von phanotypisch relevanten Genen fur die
Identitat einer Art verantwortlich ist. Die Gbrigen Teile der Genome sind hingegen mehr oder
weniger frei zwischen Arten austauschbar, einschlieRlich der plastidaren Gene (porous
genome concept, Wu 2001; Morjan & Rieseberg 2004; Wu & Ting 2004). Die wenigen Loci,
welche eine Art ausmachen, tragen jeweils ein Set an koadaptierten Allelen. Diese bewirken
ihrer Gesamtheit die spezifische Anpassung und Konkurrenzfahigkeit. Gelangen Allele dieser
Gene durch Introgression aus anderen Arten in ein solches Set, so kann das empfindliche
Gleichgewicht gestort werden. Die Hybride zeichnen sich dann in Bezug auf das spezielle

Habitat durch eine reduzierte Fitness aus.

4.4 Ausblick

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass die Rekonstruktion einer Phylogenie der Arten von
Dyckia (species tree) mit Hilfe vergleichender DNA-Sequenzierung von Genen und nicht-

kodierenden Abschnitten der nukledaren und plastidaren Genome nicht ohne weiteres
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moglich ist. Wie weiter oben diskutiert wurde, kdénnten diese Probleme auf andauernden
interspezifischen Genfluss im Sinne des porous genome concepts zurtickzufiihren sein, nach
dem eine Art durch einen Satz koadaptierter Allele definiert ist und der Rest austauschbar
ist. MOglicherweise wuirde die vergleichende Sequenzierung eines Gens mit Einfluss auf den
Phéanotyp in einer Phylogenie resultieren, die sich mit der Phylogenie der Arten deckt. Da
eine neutrale Evolution selbst nicht-kodierender Bereiche solcher Gene aber nicht zu
erwarten ist, kdnnte bei diesem Vorgehen wiederum ein erhéhtes Mafl an Homoplasie und
Konvergenz zu fehlerhaften Ergebnissen flhren. Ein denkbarer Ausweg aus diesem
Dilemma stellt die kombinierte Analyse vieler unabhangiger nuklearer Loci dar, mit ihr ist
noch am ehesten eine Phylogenie zu erwarten, die die tatsachlichen
Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den Arten von Dyckia reflektiert. Dies wirde jedoch

einen kaum zu rechtfertigenden Aufwand bedeuten.

Ein wichtiger Ansatzpunkt fir zuklnftige Untersuchungen ist auch eine detaillierte
Okophysiologische Charakterisierung unterschiedlicher Arten von Dyckia. Selbst wenn sich
Arten morphologisch stark ahneln, kdnnten sie durchaus an vdllig unterschiedliche Habitate
angepasst sein. Faktoren wie Bodeneigenschaften, Nahrstoffversorgung oder
Zusammensetzung des Nektars und damit verbundene Anpassung an bestimmte Bestauber
konnten sich zwischen morphologisch und molekular ahnlichen Arten unterscheiden. Solche
hypothetischen Unterschiede kénnten dann auch Hinweise auf Gene liefern, die an der

Kohasion einzelner Arten beteiligt sind.

Ein vielversprechender Ansatz kénnte darin bestehen, die Verwandtschaftsuntersuchungen
auf ein relativ kleines geographisches Gebiet mit einem Uberschaubaren Artenspektrum zu
konzentrieren. In diesem Fall ware die Problematik der schwierigen Identifikation der Arten
weniger gravierend. Von jeder Art sollten mehrere Populationen besammelt und mit
sensiblen Werkzeugen wie AFLP- und Mikrosatelliten-Markern untersucht werden. Bei
beiden Methoden werden jeweils viele unabhangige Loci untersucht, was der in 4.3.5
erwahnten Problematik der pordsen reproduktiven Barrieren entgegenwirken konnte. Erste
interessante Ergebnisse wurden bereits mit beiden Methoden gewonnen (Wohrmann et al.
2012; Pinangé et al., unverdéffentlichte Daten). Ein besseres Verstandnis der Dynamik von
Populationen und Arten koénnte neue Wege aufzeigen, die letztlich zu einer umfassenden

Phylogenie der Gattung Dyckia fuhren.
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5 Zusammenfassung

Die in Stidamerika heimische Pflanzengattung Dyckia (Bromeliaceae) weist mit derzeit 158
anerkannten Arten eine besonders hohe Biodiversitat auf. Insbesondere im Vergleich zur am
nachsten verwandten Gattung Encholirium ist diese Artenzahl erstaunlich hoch. Bisher
wurden an der taxonomisch als auflerst schwierig geltenden Gattung Dyckia keine
detaillierten Untersuchungen zur Phylogenie durchgefiihrt. Selbst das Verhaltnis zu
Encholirium und die Monophylie der beiden Gattungen waren bisher weitestgehend
unverstanden. Erste Hinweise auf eine geringe genetische Variabilitat und ein junges Alter
von Dyckia fanden sich im Rahmen einer vorausgegangenen Diplomarbeit (Krapp 2009). Die
vorliegende Arbeit bietet nun deutlich tiefere Einblicke in die Natur und die Geschichte der

interessanten Gattung Dyckia und stellt zuklnftige Studien auf eine solide Basis.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 58 Arten von Dyckia in 97 Akzessionen sowie 27
Vertreter nahe verwandter Gattungen untersucht. Fir alle Pflanzen wurde eine
vergleichende DNA-Sequenzierung von insgesamt sechs Abschnitten des Plastoms sowie
des Exons 1 aus dem nukledren Gen Phytochrom C (phyC) durchgefiihrt. Die Lange der
Alignments betrug 6.009 bp fir den plastidaren Datensatz und 1.159 bp fiir phyC. Aus den
gewonnenen Daten wurden mittels verschiedener Algorithmen phylogenetische Baume
erstellt. Auf Basis der plastidaren Sequenzen wurden zudem eine datierte Phylogenie und
ein Haplotyp-Netzwerk zur Rekonstruktion der historischen Biogeographie der Gattung
Dyckia ermittelt. Ferner wurde ein Set von 12 Primerpaaren zur Untersuchung
ldngenpolymorpher  plastidarer Mikrosatelliten (cpSSRs) entwickelt und dessen

Einsetzbarkeit zur Verbesserung der phylogenetischen Auflésung geprtift.

Zu den Fragen, die die wichtigsten Zielsetzungen der vorliegenden Arbeit markieren,

konnten folgende Ergebnisse und daraus folgende Hypothesen erarbeitet werden:

+ Stellen die Gattungen Dyckia und Encholirium jeweils monophyletische

Abstammungsgemeinschaften dar und wie ist ihr Verhaltnis zueinander?

Die ermittelten Phylogenien auf Basis plastidarer und nuklearer Sequenzdaten sowie
morphologische Merkmale sprechen deutlich flr eine Paraphylie von Encholirium. Dagegen
ist die weitaus groRere Gattung Dyckia aller Wahrscheinlichkeit nach monophyletisch und

entstand aus Encholirium heraus.

*  Wann und wo trennten sich die Gattungen voneinander?

150



Zusammenfassung

Die beiden Gattungen trennten sich vor etwa 4,0-4,5 Millionen Jahren. Die letzten
gemeinsamen Vorfahren lebten vermutlich in Zentralbrasilien. Fruh abzweigende Linien von

Dyckia wurden in Mato Grosso do Sul nahe Paraguay und in Minas Gerais gefunden.

« Konnen mittels vergleichender Sequenzierung plastidarer oder nukledrer DNA gut
aufgeldste Phylogenien innerhalb von Dyckia rekonstruiert werden? Zeichnen sich

Kladen innerhalb von Dyckia durch morphologische Synapomorphien aus?

Die aulBergewohnlich geringe Variabilitat der Genome von Dyckia erlaubte es nicht, mittels
der untersuchten Loci gut aufgeldste Phylogenien zu erzeugen. Der weitaus grofite Teil der
untersuchten Arten und Akzessionen bildete eine, hier als Core-Dyckia bezeichnete
terminale Polytomie aus einzelnen Linien und gréReren, geographisch definierten Gruppen.
Die mangelnde Auflésung erschwerte auch die Identifikation mdglicher Synapomorphien. In
exemplarischen Merkmalskartierungen konnten keine Merkmale mit systematischer

Relevanz auf Gattungsebene identifiziert werden.

« Auf welchen Wegen gelangten die rezenten Vertreter von Dyckia in ihre heutigen

Verbreitungsgebiete?

Innerhalb von Dyckia zeigt sich eine sehr deutliche Korrelation zwischen der Phylogenie der
Plastiden und dem geographischen Verbreitungsmuster. Ein phylogenetisches Netzwerk
basierend auf plastidaren Haplotypen erlaubt den Schluss, dass die allermeisten rezenten
Linien vom auRersten Siden Brasiliens ausgehend in ihre heutigen Verbreitungsgebiete

eingewandert sind.

* In welchem zeitlichen Rahmen spielten sich die Ausbreitung und Diversifizierung von
Dyckia ab?

Eine erste, noch langsame Diversifizierung begann vermutlich vor 4,0 Millionen Jahren und
wird nur durch die Abspaltung zweier kleiner rezenter Linien bezeugt. Alle Hauptlinien von
Core-Dyckia entstanden etwa gleichzeitig vor etwa 2,9 Millionen Jahren. Die Diversifizierung

der vier grofden Kladen von Dyckia fand erst innerhalb der letzten 2,5 Millionen Jahre statt.

* Welche Faktoren fuhrten zur aufergewodhnlich hohen Artenzahl von Dyckia

verglichen mit Encholirium?

Ein wesentlicher Grund fir die héhere Artenzahl von Dyckia im Vergleich zu Encholirium ist
zweifelsohne das groRere Verbreitungsgebiet. Uber weitere Griinde kann bisher nur
spekuliert werden. So kdnnten die kleinrdumigen Habitate von Dyckia-Arten starker von den

Klimaschwankungen des Pleistozans beeinflusst worden sein.
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¢« Gab es Radiationen?

Innerhalb von Dyckia kam es mindestens zweimal zu besonders intensiven
Diversifizierungswellen. Eine fluhrte zur Entstehung aller Hauptlinien von Core-Dyckia im
Suden Brasiliens. Die zweite grof3e Radiation fand innerhalb der zentralbrasilianischen Klade
statt und legte den Grundstein fiir die extrem hohe heutige Diversitat insbesondere in den

Campos Rupestres dieser Region.

« Stellen die vielen beschriecbenen Morphospezies distinkte genetische
Abstammungseinheiten dar? Spiegelt sich die Plastizitdt morphologischer Merkmale

auch in der genetischen Situation wider?

Die Mehrzahl der einzelnen Morphospezies sind weder in der plastidaren noch in der
nuklearen Phylogenie genetisch distinkt. Deutliche Unterschiede zwischen plastidarer und
nuklearer Phylogenie sowie eine hohe allelische Variation am Locus phyC und das Auftreten
zahlreicher heterozygoter Individuen sprechen fir einen bemerkenswerten Grad an
genetischer Durchmischung. Insofern spiegelt sich die Plastizitat morphologischer Merkmale

auch in der genetischen Situation wider.
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9 Abkurzungsverzeichnis

A Adenin

aff. affinis (lat., ahnlich mit, eng verwandt mit (aber nicht identisch))
AFLP amplified fragment-length polymorphism

AIC Akaike information criterion, Akaikes Informationskriterium
Aqua bidest zweifach destilliertes Wasser

bp base pairs, Basenpaare

Bl Bayesian inference, Bayes'sche Statistik

BS Bootstrap-Analyse/Bootstrap-Wert

BSA bovine serum albumine

C Cytosin

CAM Crassulacean acid metabolism

+CAT categorized distribution (bei Substitutionsmodellen)
cf. collectio formarum (lat., ahnlich mit (Formenkreis))
Cl ensemble consistency index, Konsistenzindex
cpSSR chloroplast simple sequence repeat

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

D. Dyckia

ddNTPs Didesoxyribonukleosidtriphosphate

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate

E. Encholirium

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ETS external transcribed spacer

fwd forward, vorwarts

G Guanin

+G Gamma-Verteilung (bei Substitutionsmodellen)
GTR general time reversible

GTRCAT general time reversible, categorized

HI homoplasy index, Homoplasieindex

HKY Substitutionsmodell nach Hasegawa, Kushino & Yano
+ invariant sites (bei Substitutionsmodellen)

IR inverted repeat

ITS internal transcribed spacer

JK Jackknife-Analyse/Jackknife-Wert

lat. lateinisch, aus dem Lateinischen

LSC large single-copy

MCMC Markov Chain Monte Carlo

MC3 Metropolis-coupled Markov Chain Monte Carlo

ML Maximum Likelihood

MLBS Bootstrap-Wert aus einer Maximum Likelihood-Analyse
MP maximum parsimony, Parsimonieanalyse
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MPBS
NGS
NJ
nom. nud.
NJBS
NPRS
NTS
P.
PAA
PAGE
PCR
PIC
PL
PP
PVP
RC
rDNA
rev

R
RNA
rpm
rRNA
s. n.
spec.
SSB
SSC
SSR

TBE
TBR
TE
Tris
tRNA
var.
vgl.
viv
wiv
z. B.

Abkirzungsverzeichnis

Bootstrap-Wert aus einer Parsimonieanalyse
next-generation sequencing

Neighbour Joining

nomen nudum (lat., ungtltiger Name)
Neighbour Joining Bootstrap-Wert
non-parametric rate smoothing

non-transcribed spacer

je nach Zusammenhang entweder Prionophyllum oder Pitcairnia
Polyacrylamid

Polyacrylamidgelelektrophorese

polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
potentially parsimony-informative character
penalyzed likelihood

posterior probability

Polyvinylpyrrolidon

rescaled consistency index

ribosomale DNA

reverse, rickwarts

retention index, Retentionsindex
Ribonukleinsaure

rounds per minute

ribosomale RNA

sine nomine (lat., ohne Namen)

species (lat., (unbekannte) Art)
substitutions per site per billion years

small single-copy

simple sequence repeat

Thymin

Tris-Borat-EDTA

tree bisection and reconnection

Tris-HCI-EDTA
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Transfer-RNA

varietas (lat., Varietat)

vergleiche

volume per volume, Volumen pro Gesamtvolumen
weight per volume, Gewicht pro Gesamtvolumen

zum Beispiel
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10 Anhang

10.1 Elektronischer Anhang
Im elektronischen Anhang befinden sich folgende Daten:

* kombiniertes Alignment sechs plastidarer Loci fur alle 124 Proben im NEXUS-Format

(alignment_cp_kombiniert.nex)
* Alignment der phyC-Sequenzen fur alle 124

(alignment_phyc.nex)

Proben im NEXUS-Format

* cpSSR-Daten in Tabellenform (Tabstopp-getrenntes Textformat, cpssr.txt)
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Anhang 1: Verwendete Primer-Programm-Kombinationen fir phyC
Die Ansatze sind chronologisch geordnet, die altesten Versuche stehen ganz oben. In der ersten Spalte ist die Art
des Ansatzes vermerkt (D: direkt, N: nested PCR, B: band-stab-Methode). Die Programme finden sich in
Tabelle 6, die Primer in Tabelle 5. Nicht durchgefiihrte oder nicht zutreffende Schritte sind mit n/a
gekennzeichnet. Die angegebenen Anderungen sind jeweils gegeniiber dem vorhergehenden Programm zu
verstehen (Ta: Annealingtemperatur, n: Zyklenzahl, 1: Erhéhung, |: Verringerung, Stammlésung: Verwendung von
zehnfach hoher konzentrierter DNA in der ersten Stufe als sonst, Teil-Loci: Amplifikation der Einzelteile anstatt
des Gesamtfragmentes in der ersten Stufe einer band-stab-PCR).

Typ Programm Primer Ergebnis Programm Primer Ergebnis Sequenzierung Anderung
1. Stufe 1. Stufe 1. Stufe 2. Stufe 2. Stufe 2. Stufe
D PHYC_Barfuss komplett keine Banden n/a n/a n/a n/a
D phyc_20100518 komplett gut n/a n/a n/a n/a nt, Tal
Teil a gut
Teil b gut
D phyc_20100527 M13-komplett viele Zusatzbanden n/a n/a n/a n/a nt, +M13
M13-Teil a einige Zusatzbanden schwach
M13-Teil b kaum Zusatzbanden schlecht
D phyc_20100531 M13-Teil a gut n/a n/a n/a schwach, Ausfalle Tat
M13-Teil b gut ok
D phyc_20100607 M13-Teil a gut n/a n/a n/a schwach, Ausfalle Tat
M13-Teil b gut ok
N phyc_nest_1_ komplett sehr schwach phyc_nest_ 2 M13-Teila gut einige Ausfalle
20100608 20100608 M13-Teilb  gut einige Ausfalle
N phyc_nest_1_ komplett sehr schwach phyc_nest 2 M13-Teila gut ok, schwach 2. PCR nt
20100608 20100614 M13-Teilb  gut ok, schwach
N phyc_nest 1_ komplett starke Stotterbanden phyc nest 2. M13-Teila gut schlecht 1. PCR nt
20100715 20100608 M13-Teilb  gut schlecht
N phyc_nest_1_ komplett starke Stotterbanden phyc nest_ 2. M13-Teila gut schlecht 1.PCRn|
20100608 20100608 M13-Teilb  gut schlecht
N phyc_nest_1_ komplett sehr schwach phyc_nest 2 M13-Teila gut n/a 2.PCRn|
20100906 20100906 M13-Teilb  gut
N phyc_20100518 komplett  starke Stotterbanden n/a n/a n/a n/a Tal
Teil a kein Fragment
Teil b gut
B phyc_20100518 komplett starke Stotterbanden phyc_bandstab_2_ M13-Teil a Ausfalle n/a Stamm-
20101109 M13-Teilb ok schwach I0sung
B phyc_bandstab_1_ Teil a keine Fragmente n/a n/a n/a n/a Teil-Loci in
20101110 Teil b keine Fragmente 1. PCR
B phyc_bandstab_1_  komplett gut, Stotterbanden phyc_bandstab_2_ M13-Teila gut gut 2.PCR Tal
20101111 20101110 M13-Teilb  gut gut
B phyc_bandstab_1_ Teil a gut, Zusatzbanden phyc_bandstab_2_ M13-Teila gut gut Teil-Loci in
20110121 Teil b gut, Zusatzbanden 20101110 M13-Teilb  gut gut 1. PCR
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yckia tobatiensis
0.96/2:99—Dyckia tobatiensis FK0018
05 /7 Dyiia vesiita FK0052
-/59 yckia mlcmca}l{ x FKO054
—————————Dyckia granmogulensis FK0007
0.65 ——Dyckia ferox FK0020
——Dyckia choristaminea FK0021
Dyckia braunii FK0042
ckla leptostachya FK0053
)yckia remotiflora FKO068
D ckia ve/ascana FKOOOG

Dyckla grsma FKOO
ckia floribunda FK0052
= 1. ibir K0025
Dyckia rarﬁi%ig FK0039
0.56 Dyckia estevesu FK0001
0.56 52/90 —Dyckia beateae FK0044
- -/- yckia goehrm i FK0031
-I- yckia dawsonu FKOO0:
0.0 Dol ‘Dyckia Imﬂevalggg F}f50019
. N ckia bracl 2
72184 /50 Dyckl}zf) ol/gantha}?Klgo
inerea F
0.52|() g3,0:99 Dyck/ay marnier lapostollej FK0029
- —W:Dyckla marnier /agostolle/ FK0030
yckia aff. reitzi
6 kia aff. reitzii FKO050
kD yckia estevesu FK0005
ja a
—Eyckla hebd/ng
_‘——Echolmum spec. FK0079
1 ¥5 Encholinum spec. FKO080
—Encholirium spec. FKO078
96/99 . ————————Dyckia brevifolia FKO067
Encholirium spec. FK0014
—— olirium horridum FK0070
I_Cgeuferocogma Id/gftatatl\ll 17\’7 176
euterocohnia longipetala
0.54/84/70 Gutoroconnia bl
- Deuterocohnia schreiteri N 197
-Deuterocohnia pedicellata N 293
leuler(;]cohma chrysan{l(v:a% 9156
uterocohnia chrysan
0. §§/96 Deutemcohnla sfmblllfga N 167
/90 —Deuterocohnia strobilifera N 177
Deuterocohn/a recurwpetala 144
——— D« ohnia digitata N 192
Deuterocohmaschre:ten 201
—Deuterocohnia meziana N 244
——Deuterocohnia brevifolia N 120
—Deuterocohnia glandulosa N 134
—Deuterocohnia Scapigera
1 Deuterocohnia brevifolia N 106

Fpuml/a FK0017

1
95/99

97199 89/92 -Deuterocohnia brevifolia N 138
_6‘_—Deutemco nia longipetala N 116
55/71 Deuterocohnia brevispicata N 1 qo
Fosterella vasquezii 023b
Fosterella vas?uesl/ 063b
osterella wmd/s
osterella windischii B021
Fos(erella kroemeri 028b
0.6 sterella petiolata BO17.
8] 0.69 o erella weberbaueri 138b
/8! [—Fosterella albicans OeZa’
osterella_albicans 064a
0.79 99/99 U rosterella albicans BO10
A Fosterella batistana 129a
—Fosterella graminea 07 1a
——Fosterella rds%ﬂ B020
0.58 FosIereIIa yuvinkae 072a
0.88 Fosterella_hatschbachii BO33
1 0.57 - -/- Fosterella robertre;ad%f 157018
-I- Fosterella gracilis_117a »
99/100 0.60[ - 1 Fosterella s bilis B025
-/- t—FoslIEr la sy 3a
Fosterella rexiae
1 M‘i%eﬂa christophii BO12

83/93 71175 Fosterella micrantha B034

|—Puya boliviensis*
a
99/1 00 |—Puyya gilmartiniae*
10.66 ——py ,ya dyck:o:des
e S— Puya ferrugmea FK0082

Puya angusta*

1 guya a!pest;ls
4E Uya venusta
97/99 Pu;a coerulea*
0.98 Pitcairnia helerophylla Pit 03 FK0083
—A‘ :Pllcalrn/a heterogl-;:yl
B3/6 2ca1rma aff. pungens Pit 0.

0.81 Pit ca/rnla riparia Pit 08
70/91 Pitcairnia rlparla Pit 11
60/61 Pitcairnia abundans Pit 06
0.83 itcairnia villetaensis Pit 09
63/61 Pltcalmla pseudoundu!ata Pit 27

Pitcairnia aff. Iope it 01
[—Pitcairnia aff. caldemnn P:t 05
airnia jimenezii Pit 14
0.62 —Pltcalrn ja spicata Pit 17
_/- [—Pitcairnia aff. calderonii Pit 18
—Pltcalm ja aff. calderonii Pit 19
Pitcairnia breedlover Pit 21

Pit 22
Pitcairnia grafu Pit 23
0.72 ————————————Pitcaimia lignosa Pit 25
= itcairnia_rectiflora Pit 28
-/ ———Pitcairnia sulfhurea Pit 31
—Pltca/rnlﬁ idifolia
1 Pitcairnia rubromgnﬂora Pit 29
Pitcairnia x darblayana Pit 32
88/93 -156 Pitcairnia Ivat’g)l baj /aensls Pit 12
1 Pitcairnia integrifol
97/100 53/64 Pitcaimia utcubambensis Pit 15
1 ii Pit 07 FK0085
—Pitcairia atrorubens Pit 16
99/100 99/100 —Pitcairnia atrorubens Pit 20
— ——F Pitcairnia feliciana Pit xx FKO119
0.98 L_p
illbergia euphemiae™
1 0.76160/65 59/70 Blllbergla’g/axlﬂo,;a
5/71 Portea fosteriana*
88/90 Neoregelia cruenta™
1 079 | 058 1 Anar}qas comosus
- - nanas nanus
100/100 -/58 /60 86/91 1 éyptanthus bromehotdes
1 100/100 Typtanthi
64/85 ytum gurkenu
1 —Bromelia balan%a’e
-Bromelia agavifolia*
100/100 I—an?ella flemingii*.
1 — 1 {—OQchagaviaelegans BT58
99/100 Ochagavia elegans*
91/96 ‘—_ Greigia spec.”
n

D

Tillandsia usneoides BT70

0.2

Anhang 2: Phylogenie auf Basis von phyC fiir ein erweitertes Probenset

Gezeigt ist der 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus einer Analyse mit MrBayes 3.1.2. Die Analyse wurde in
zwei unabhangigen Laufen mit je 2.500.000 Generationen durchgefiihrt. Von den resultierenden Baumen wurden
10% als Burn-in verworfen. Uber den Asten finden sich die Posterioriwahrscheinlichkeiten. Die Astlangen
reprasentieren die erwartete Menge an substituierten Alignmentpositionen entsprechend der Maf3stabsleiste am
unteren Bildrand. Unter den Asten Bootstrap-Werte aus je 1.000 Wiederholungen einer Parsimonieanalyse und
einer RAxML-Analyse des gleichen Datensatzes (Parsimonieanalyse/RAxML-Analyse).
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Anhang 3: Erweitertes Probenset fiir phyC: Pflanzentabelle

Gezeigt ist eine Auflistung aller im erweiterten Probenset fir phyC enthaltenen Pflanzen (Anhang 2). Die
Sammler-Nummern sind angegeben, falls bekannt (s. n.: ohne bekannte Nummer). Die Garten-ID ist fur in
Lebendsammlungen kultivierte Pflanzen angegeben (B: Botanischer Garten Berlin-Dahlem, BGHD: Botanischer
Garten Heidelberg, BONN: Botanischer Garten Bonn, FAN: Fundacion Amigos de la Naturaleza (Santa Cruz,
Bolivia), KAS: Botanischer Garten der Universitat Kassel, Leme: Lebendsammlung von Dr. Elton Leme
(Teresopolis, Brasilien), MB: Botanischer Garten Marburg, WU: Botanischer Garten der Universitdt Wien).
Fundorte sind jeweils als Kombination von Land (BR: Brasilien, BOL: Bolivien, CO: Kolumbien,
DOM: Dominikanische Republik, EC: Ecuador, GT: Guatemala, HN: Honduras MEX: Mexico, PE: Peru,
PY: Paraguay, RA: Argentinien, RCH: Chile, RG: Guinea (Westafrika), ROU: Uruguay, YV: Venezuela) und
Bundesstaat angegeben. Die DNA-ID dient der eindeutigen Identifizierung der Proben im Labor, FK-Nummern
entsprechen denen aus Tabelle 1. Im Falle der aus der Publikation von Jabaily & Sytsma (2010) entnommenen

Sequenzen sind jeweils nur die GenBank-Nummern vermerkt.

Art, Autor Sammler-Nummer, Lebendpflanze Fundort DNA-ID Publikation
Genbankeintrag

Aechmea nudicaulis (L.) Grisebach FJ968256 Jabaily & Sytsma (2010)
Ananas comosus (L.) Merr. FJ968247 Jabaily & Sytsma (2010)
Ananas nanus (I.B. Smith) L.B. Smith FJ968242 Jabaily & Sytsma (2010)
Billbergia euphemiae E.Morren FJ968246 Jabaily & Sytsma (2010)
Billbergia laxiflora L.B. Smith FJ968236 Jabaily & Sytsma (2010)
Bromelia agavifolia Brongniart ex Houllet FJ968241 Jabaily & Sytsma (2010)
Bromelia balansae Mez FJ968248 Jabaily & Sytsma (2010)
Bromelia flemingii |.Ramirez & Carnevali FJ968240 Jabaily & Sytsma (2010)
Cryptanthus bromelioides Otto & Dietrich FJ968245 Jabaily & Sytsma (2010)
Cryptanthus dorothyae Leme FJ968238 Jabaily & Sytsma (2010)
Deinacanthon urbanianum (mez) Mez FJ968244 Jabaily & Sytsma (2010)
Deuterocohnia brevifolia (Griseb.) M.A. Spencer & L.B. Sm. s.n., B 118-02-74-83 unbekannt N 120 Schiitz (2012)
Deuterocohnia brevifolia (Griseb.) M.A. Spencer & L.B. Sm. M. Balfanz 075 , BGHD 107170 BOL, Tarija N 138 Schiitz (2012)
Deuterocohnia brevifolia (Griseb.) M.A. Spencer & L.B. Sm. s. n., KAS NiSch 106 unbekannt N 106 Schiitz (2012)
Deuterocohnia brevispicata Rauh & L. Hrom. L. Hromadnik 5213, B 164-09-98-30 BOL, Chuquisaca N 112 Schiitz (2012)
Deuterocohnia brevispicata Rauh & L. Hrom. N. Schiitz 06-022, Feldsammlung BOL, Santa Cruz N 160 Schiitz (2012)
Deuterocohnia chrysantha (Phil.) Mez G. Zizka 8156, Feldsammlung RCH, Antofagasta C 156 Schiitz (2012)
Deuterocohnia chrysantha (Phil.) Mez G. Zizka 8159, Feldsammlung RCH, Antofagasta C 159 Schiitz (2012)
Deuterocohnia digitata L.B. Sm. W. Rauh 64142 , BGHD 130000 RA, Salta N 141 Schiitz (2012)
Deuterocohnia digitata L.B. Sm. N. Schiitz 06-098, Feldsammlung RA, Salta N 192 Schiitz (2012)
Deuterocohnia glandulosa E. Gross L. Hromadnik 5167 , BGHD 103854 BOL, Tarija N 134 Schiitz (2012)
Deuterocohnia longipetala Mez s. n., B 285-01-89-83 unbekannt N 116 Schiitz (2012)
Deuterocohnia longipetala Mez N. Schiitz 06-067, Feldsammlung BOL, Tarija N 176 Schiitz (2012)
Deuterocohnia meziana ssp. pedicellata (W. Till) N. Schiitz N. Schitz 09 / 009, Feldsammlung BOL, Chuquisaca N 293 Schiitz (2012)
Deuterocohnia recurvipetala E. Gross W. Rauh 64236 , BGHD 130120 RA N 144 Schiitz (2012)
Deuterocohnia sanctae-crucis (R. Vasquez & Ibisch) N. R. Miller 259 , Privatsammlung R. Vasquez BOL, Santa Cruz N 215 Schiitz (2012)
Schiitz

Deuterocohnia schreiteri A. Cast. N. Schiitz 06-104, Feldsammlung RA, Salta N 197 Schiitz (2012)
Deuterocohnia schreiteri A. Cast. N. Schitz 06-108, Feldsammlung RA, Salta N 201 Schiitz (2012)
Deuterocohnia strobilifera Mez N. Schiitz 06-046, Feldsammlung BOL, Chuquisaca N 167 Schiitz (2012)
Deuterocohnia strobilifera Mez N. Schiitz 06-072, Feldsammlung BOL, Chuquisaca N 177 Schiitz (2012)
Deuterocohniam meziana ssp. meziana Kuntze ex Mez E. Gouda 95-21, BGHD 104977 BOL, Santa Cruz N 244 Schiitz (2012)
Dyckia aff. ibiramensis Reitz L. Horst 1287, BGHD 130023 BR, Minas Gerais FK0025 diese Arbeit
Dyckia aff. pumila L.B. Sm. P. Braun BR 696, BGHD 104592 BR, Mato Grosso FK0017 diese Arbeit
Dyckia aff. reitzii L.B. Sm. A. Hofacker 386, WU B 02/62-1 BR, Rio Grande do Sul FK0050 diese Arbeit
Dyckia beateae E. Gross & Rauh P. Braun 560, BONN 4338 BR, Mato Grosso FKO0044 diese Arbeit
Dyckia brachyphylla L.B. Sm. P. Braun 836, BONN 3644 BR, Minas Gerais FKO0045 diese Arbeit
Dyckia braunii Rauh P. Braun 690, BONN 4339 BR, Goias FKO0042 diese Arbeit
Dyckia brevifolia Baker s.n., KASs. n. BR FKO0067 diese Arbeit
Dyckia choristaminea Mez s. n., BGHD 130018 BR, Rio Grande do Sul FK0021 diese Arbeit
Dyckia cinerea Mez s. n., BONN 4348 BR, Minas Gerais FK0047 diese Arbeit
Dyckia dawsonii L.B. Sm. s. n., BONN 16540 BR, Goias FK0043 diese Arbeit
Dyckia estevesii Rauh E. Esteves Pereira s. n.,, BGHD 105012 BR, Goias FK0005 diese Arbeit
Dyckia estevesii Rauh P. Braun s. n., BGHD 105188 BR, Goias FKO0001 diese Arbeit
Dyckia ferox Mez W. Rauh 64237, BGHD 130031 RA, Cordoba FK0020 diese Arbeit
Dyckia floribunda Grieseb. W. Till 5069, WU 115/90 RA, La Rioja FK0052 diese Arbeit
Dyckia goehringii E. Gross & Rauh W. Rauh 67622, BGHD 105013 BR, Minas Gerais FKO0031 diese Arbeit
Dyckia granmogulensis Rauh W. Rauh 56484, BGHD 130019 BR, Minas Gerais FKO0007 diese Arbeit
Dyckia hebdingii L.B. Sm. s.n., BGHD 103913 BR, Rio Grande do Sul FK0013 diese Arbeit
Dyckia leptostachya Baker H. Amerhauser s. n., WU B 395/96 PY, Cordillera FKO0053 diese Arbeit
Dyckia lindevaldae Rauh P. Braun BR 691, BGHD 108614 BR, Goias FK0019 diese Arbeit
Dyckia marnier-lapostollei var. estevesii Rauh L. Horst 5, BGHD 130151 BR, Goias FK0030 diese Arbeit
Dyckia marnier-lapostollei var. marnier-lapostollei L.B. Sm. L. Horst 4, BGHD 130234 BR, Goias FK0029 diese Arbeit
Dyckia microcalyx Baker W. Till 6020, WU AB 57 PY, Paraguari FKO0054 diese Arbeit
Dyckia oligantha L.B. Sm. W. Barthlott 10327, BONN 4346 BR, Minas Gerais FK0036 diese Arbeit
Dyckia rariflora Schult f. s. n., BONN 2411 BR, Minas Gerais FKO0039 diese Arbeit
Dyckia remotiflora Otto & A. Dietr. s.n.,KAS s. n. ROU FK0068 diese Arbeit
Dyckia tobatiensis Hassl. W. & S. Till 6050, BGHD 102969 PY, Cordillera FK0018 diese Arbeit
Dyckia ursina L.B. Sm. s. n., BGHD 103809 BR, Minas Gerais FKO0012 diese Arbeit
Dyckia velascana Mez W. & S. Till 5012, BGHD 103740 RA, Cordoba FKO0006 diese Arbeit
Dyckia vestita Hassl. W. & S. Till 6018, BGHD 103741 PY, Paraguari FK0032 diese Arbeit
Encholirium horridum L.B. Sm. W. Schindhelm s. n., BGHD 108213 BR, Minas Gerais FK0070 diese Arbeit
Encholirium spec. R. Schulz s. n., BGHD 112920 BR FK0080 diese Arbeit
Encholirium spec. R. Schulz s. n., BGHD 125585 BR FK0078 diese Arbeit
Encholirium spec. W. Rauh 56468, BGHD 130033 BR, Bahia FK0014 diese Arbeit
Encholirium spec. R. Schulz s. n., BGHD 143704 BR FKO0079 diese Arbeit
Fosterella albicans (Griseb.) L.B.Smith P. Ibisch 98.0204, FAN Pl 98.0204 BOL, Santa Cruz 064a Wagner et al. (2012)
Fosterella albicans (Griseb.) L.B.Smith R. Vasquez 3617, FAN RV 3617 BOL, La Paz 062a Wagner et al. (2012)
Fosterella albicans (Griseb.) L.B.Smith J. Peters 06.0005, KAS JP06.005 BOL, Santa Cruz B010 Wagner et al. (2012)
Fosterella batistana Ibisch, Leme & J.Peters F. da Silva s. n., Leme 5078 BR, Para 129a Wagner et al. (2012)
Fosterella caulescens Rauh W. Rauh 40579 a, FRP 99-18434-3 BOL, La Paz 003a Wagner et al. (2012)
Fosterella christophii Ibisch, R.Vasquez & J.Peters P. Ibisch 02.0002, KAS PI 0.0002 BOL, Santa Cruz B012 Wagner et al. (2012)
Fosterella gracilis (Rusby) L.B.Smith RS 281002-6, FAN RS 281002-6 BOL, Beni 117a Wagner et al. (2012)
Fosterella graminea (L.B.Smith) L.B.Smith Mdller 216, FAN RM 216 BOL, La Paz 071a Wagner et al. (2012)
Fosterella hatschbachii L.B.Smith & R.W.Read E. Leme 7100, Leme 7100 BR, Mato Grosso B033 Wagner et al. (2012)
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Art, Autor Sammler-Nummer, Lebendpflanze Fundort DNA-ID Publikation
Genbankeintrag
Fosterella kroemeri Ibisch, R.Vasquez & J.Peters THO 1398b, FAN TK 1398b BOL, La Paz 028b Wagner et al. (2012)
Fosterella micrantha (Lindl.) L.B.Smith Welz 3124, BGHD 103726 GCA, Suchitepequez B034 Wagner et al. (2012)
Fosterella petiolata (Mez) L.B.Smith J. Peters 06.0115, KAS JP 06.0115 PE, Cusco B017 Wagpner et al. (2012)
Fosterella rexiae Ibisch, R.Vasquez & E.Gross R. Vasquez 3673, FAN RV 3673 BOL, La Paz 009d Wagner et al. (2012)
Fosterella robertreadii Ibisch & J.Peters J. Peters 06.0126, KAS JP 06.0126 PE, Cuzco B018 Wagner et al. (2012)
Fosterella rusbyi (Mez) L.B.Smith J. Peters 06.0076, KAS JP06.0076 BOL, La Paz B020 Wagner et al. (2012)
Fosterella spectabilis H.Luther J. Peters 06.0045, KAS JP 06.0045 BOL, Chuquisaca B025 Wagner et al. (2012)
Fosterella vasquesii E.Gross & Ibisch P. Ibisch 98.0116, FAN P198.0116 BOL, Santa Cruz 063b Wagner et al. (2012)
Fosterella vasquesii E.Gross & Ibisch P. Ibisch 98.0117, FAN P1 98.0117 BOL, Santa Cruz 023b Wagner et al. (2012)
Fosterella weberbaueri (Mez) L.B.Smith T. Krémer 7286, BGHD 105332 BOL, Cochabamba 138b Wagner et al. (2012)
Fosterella windischii L.B.Smith & R.W.Read P. Ibisch 03.0016, FAN PI 03.0016 BOL, Santa Cruz 139b Wagner et al. (2012)
Fosterella windischii L.B.Smith & R.W.Read E. Leme 7144, Leme 7144 BR, Mato Grosso B021 Wagner et al. (2012)
Fosterella yuvinkae Ibisch, R.Vasquez, E.Gross & S. Reichle SR1, FAN SR1 BOL, Santa Cruz 072a Wagner et al. (2012)

S.Reichle

Greigia spec.

Neoregelia cruenta (Graham) L.B.Sm.
Ochagavia elegans Phil.

Ochagavia elegans Phil.

Orthophytum gurkenii Hutchison

Pitcairnia abundans L.B. Sm.

Pitcairnia aff. calderonii Standl. & L.B. Sm.
Pitcairnia aff. calderonii Standl. & L.B. Sm.
Pitcairnia aff. calderonii Standl. & L.B. Sm.
Pitcairnia aff. lopezii L.B. Sm.

Pitcairnia aff. pungens Kunth

Pitcairnia atrorubens (Beer) Baker
Pitcairnia atrorubens (Beer) Baker
Pitcairnia breedlovei L.B. Sm.

Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr.
Pitcairnia flammea Lindl. var. glabrior L.B. Sm.
Pitcairnia grafii Rauh

Pitcairnia heterophylla Beer

Pitcairnia heterophylla Beer

Pitcairnia integrifolia Ker Gawl.

Pitcairnia jimenezii L.B. Sm.

Pitcairnia lignosa L.B. Sm.

Pitcairnia orchidifolia Mez

Pitcairnia piepenbringii Rauh & Gross
Pitcairnia pseudoundulata Rauh

Pitcairnia rectiflora Rauh

Pitcairnia riparia Mez

Pitcairnia riparia Mez

Pitcairnia rubronigriflora Rauh

Pitcairnia sanguinea (H. Luther) D.C. Taylor & H. Robinson

Pitcairnia spicata (Lam.) Mez
Pitcairnia sulphurea Mez
Pitcairnia utcubambensis Rauh
Pitcairnia villetaensis Rauh
Pitcairnia x darblayana Sallier
Pitcairnia yaupi-bajaensis Rauh
Portea fosteriana L.B.Smith
Puya alpestris (Poeppig) Gay
Puya angusta L.B. Smith

Puya bicolor Mez

Puya boliviensis Baker

Puya chilensis Molina

Puya coerula Lindl.

Puya dyckioides (Baker) Mez
Puya ferruginea (Ruiz & Pav.) L.B. Sm.
Puya gilmartiniae G.S.Varadarajan & Flores
Puya goudotiana Mez

Puya herzogii Wittm.

Puya lineata Mez

Puya raimondii Harms

Puya ultima L.B. Smith

Puya venusta R. Philippi
Tillandsia usneoides L.

FJ968284

FJ968239

D. Bruhin s. n., BGHD 102663
FJ968237

FJ968272

s. n., BGHD 130636

W. Rauh s. n., BGHD 130607
G. Noller s. n., BGHD 132607
E. Kamm, BGHD 132612
Goebel s. n., BGHD 130622

W. Rauh 69140, BGHD 130648
W. Rauh 38861, BGHD 104598
s. n., BGHD 130379

W. Rauh 52598, BGHD 132652
|. Ebert & D. Bangoura s. n., WU s. n.
R. Kautzky s. n., BGHD 130368
E. Graf s. n., BGHD 102579

K. Senghas 11230, BGHD 104945
s. n., BGHD 130626

C. Innes s. n., BGHD 132666

L. Ariza-Julia s. n., BGHD 104140
Leist s. n., BGHD 103586
FJ968253

Rauh 67430, BGHD 103786
W. Rauh 40159, BGHD 132642
W. Rauh 53673, BGHD 103565
M. Miyagawa s. n., BGHD 103060
K. Senghas, BGHD 103083

W. Rauh 53676, BGHD 103787
FJ968252

L. Ariza-Julia s. n., BGHD 130021
s. n., BGHD 104601

W. Rauh 53566, BGHD 104868
W. Rauh 37089, BGHD 104225
s. n., BGHD 132641

W. Rauh 25718, BGHD 103785
FJ968235

FJ968269

FJ968288

FJ968282

FJ968270

FJ968268

FJ968263

FJ968258

W. Rauh s. n., BGHD 130165
FJ968262

FJ968281

T. Krémer 6581, BGHD 135240
FJ968283

FJ968293

FJ968251

FJ968267

W. Rauh s. n., BGHD 130959
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RCH, Valparaiso

unbekannt
unbekannt

MEX, Chiapas
HN

PE, La Libertad
PE, Lambayeque
GCA, Escuintla
unbekannt

MEX, Oaxaca
RG, Monte Gangan
BR

YV, Tachira
MEX, Guerrero
unbekannt

St. Vincent (Kleine Antillen)

unbekannt
EC, Imbabura/Carchi

BR, Bahia

PE, Amazonas

PE, San Martin

BOL, Beni

EC, Morona Santiago
PE, San Martin

Martinique (Kleine Antillen)

unbekannt

PE, Amazonas
CO, Cundinamarca
unbekannt

PE, Pasco

PE, Valley of Rio Marafion

BOL, Cochabamba

RA, Yungas Cachi

BT 58

Pit_06
Pit_05
Pit_18
Pit_19
Pit_01
FK0084
Pit_20
Pit_16
Pit_21
FK0119
Pit_22
Pit_23
FK0083
Pit_04
Pit_24
Pit_14
Pit_25

FK0085
Pit_27
Pit_28
Pit_11
Pit_08
Pit_29

Pit_17
Pit_31
Pit_15
Pit_09
Pit_32
Pit_12

FK0082

FK0121

BT70

Jabaily & Sytsma (2010)
Jabaily & Sytsma (2010)
Krapp, unverdffentlicht
Jabaily & Sytsma (2010)
Jabaily & Sytsma (2010)
Krapp, unverdffentlicht
Krapp, unverdffentlicht
Krapp, unveroffentlicht
Krapp, unverdffentlicht
Krapp, unverdffentlicht
diese Arbeit

Krapp, unveroffentlicht
Krapp, unverdffentlicht
Krapp, unverdffentlicht
diese Arbeit

Krapp, unveroffentlicht
Krapp, unverdffentlicht
diese Arbeit

Krapp, unverdffentlicht
Krapp, unveroffentlicht
Krapp, unverdffentlicht
Krapp, unverdffentlicht
Jabaily & Sytsma (2010)
diese Arbeit

Krapp, unverdffentlicht
Krapp, unverdffentlicht
Krapp, unverdffentlicht
Krapp, unveroffentlicht
Krapp, unverdffentlicht
Jabaily & Sytsma (2010)
Krapp, unverdffentlicht
Krapp, unveroffentlicht
Krapp, unverdffentlicht
Krapp, unverdffentlicht
Krapp, unverdffentlicht
Krapp, unveroffentlicht
Jabaily & Sytsma (2010)
Jabaily & Sytsma (2010)
Jabaily & Sytsma (2010)
Jabaily & Sytsma (2010)
Jabaily & Sytsma (2010)
Jabaily & Sytsma (2010)
Jabaily & Sytsma (2010)
Jabaily & Sytsma (2010)
diese Arbeit

Jabaily & Sytsma (2010)
Jabaily & Sytsma (2010)
diese Arbeit

Jabaily & Sytsma (2010)
Jabaily & Sytsma (2010)
Jabaily & Sytsma (2010)
Jabaily & Sytsma (2010)
Krapp, unverdffentlicht
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Anhang 4: Spezifikationen der Software SeqSplitter 1.0

Einsatzgebiet des Programms
Das Programm SeqSplitter 1.0 dient der Auswertung und Modifikation von Sequenzalignments. Einsatz findet es
fur durch direkte Sequenzierung von PCR-Produkten gewonnene Daten, welche Uberlagerte Sequenzen von

Allelen  identischer

Lange
Lazarus (Version 0.9.30 win 64,

enthalten.

Das
GPL/LGPL-Lizenz)

Programm

fur die

wurde

in der
Programmiersprache

Entwicklungsumgebung
Free Pascal

(Version 2.4.2 win 64, GPL/LGPL-Lizenz) entwickelt. SeqSplitter 1.0 ist ausschlielich fir das Betriebssystem
Microsoft Windows 7 Home Premium (64 Bit) getestet worden.

\ SeqSplitter

File Actions Settings Help

>FE0001001__ 1159 _bases_ 0_checksum:

CECATTIGCTCRATRAGRACTTICRACCC &

>FRO004001__1159_bases__0_checksum
>FRO005001_ 1159 _bases_ 0_checksum
>FRO006001__1159_bases__0_checksum
>FRO007001_ 1159 _bases_ 0_checksum
>FRO009001__1159_bases__0_checksum

>FK0010001__115%_bases_ 0_checksum
>FR0011001__115%_bases__0_checksum
>FK0012001__115%_bases_ 0_checksum
»FRO013001_ 115%_bases_ 0_checksum
>FK0014001__1159_bases_ 0_checksum
»FRO015001_ 115%_bases_ 0_checksum
>FKOOL16001__115%_bases_ 0_checksum
»FRO017001__115%_bases_ 0_checksum
>FK0018001__115%_bases__0_checksum
»FRO013001_ 115%_bases_ 0_checksum
>FK0020001__115%_bases__0_checksum
»FRO021001__115%_bases_ 0_checksum
>FE0023001__115%_bases__0_checksum
»FRO024001__115%_bases_ 0_checksum

~TRANZEANT
4 (m

1128 hesa=z A ~hasbeonm

>>>>> Loading from Fasta file. .
lozding from file: C:\Users\Floriam
lozded sequences: 9%

\Promotion\Scoftware

CEEATIEETCATAGACTTGEAGCC

CEGATTGCETCATAGACTTGEAGCT -

CEEATIEETCATAGACTIGEAGCC
CeCATIGCTCATACGACTTICGCAGCC
CEEATIEETCATAGACTTGEAGCC
CeCATIGCTCATACGACTTICGCAGCC
CEEATIEETCATAGACTIGEAGCC
CeCATIGCTCATACGACTTICGCAGCC
CeCATTECTCATAGACTTEEAGCD
CeCATIGCTCATACGACTTICGCAGCC
CeCATTECTCATAGACTTEEAGCD
CeCATIGCTCATACGACTTICGCAGCC
CeCATTECTCATAGACTTEEAGCD
CeCATIGCTCATACGACTTICGCAGCC
CeCATTEETCATAGACTTECAGCD
CeCATIGCTCATACGACTTICGCAGCC
CeCATTECTCATAGACTTEEAGCD
CEEATIGCTCATACACTTGEAGCC
CeCATTECTCATAGACT TEEAGCD

AT T TR TR AR ST A

>FR0001001_ 1159 bases_ 0_checksum
>FR0004001__1159_bases__0_checksum
>FR000S001_ 1155 _bases_ 0_checksum
>FRO006001__1159_bases__0_checksum
>FR0007001_ 1155 _bases_ 0_checksum
>FRO003001__1159_bases__0_checksum
>FR0010001_ 1155 bases_ 0_checksum
>FR0011001__1159_bases__0_checksum
>FR0012001_ 1155 _bases_ 0_checksum
>FR0013001_ 1155_bases_0_checksum
>FR0014001_ 1155 _bases_ 0_checksum
>FRO0015001_ 1155_bases_ 0_checksum
>FR0016001_ 1155 _bases_ 0_checksum
>FRO017001_ 1155_bases_ 0_checksum
>FRO018001_ 1155_bases_0_checksum
>FR0015001_ 1155_bases_0_checksum
>FR0020001__1155_bases__0_checksum
>FR0021001_ 1155_bases_ 0_checksum
>FE0023001__1155_bases_0_checksum
>FR0024001_ 1155_bases_0_checksum

~FEANZEANT
4 T

1128 hesasz A shaslom

messages

>»>>> Removing =lignment positions containing heterozygous samples. ..
removed 2ll positions containing more than 0 hetercezygous samples.

Saving to file: C:\Users‘\Florian\Desktop\reduced cutput.fas
Saving position statistics to tab-delimited textfile: C:\Usersh\Florian‘\Desktop\reduced cutput.

CECATTGETCATACACTIGEAGCCTCTARACCCETCCATCTCGCCCRETE
CEEATTGETCATAGACTIGEAGCCTETARACCCETCERATETECCCETE
CeCATTCCETCATACGACTTGCAGCCTCTARACCCCTCGATCTGCCCETY
CEEATTGEICATAGACTIGEAGCCTETARACCCETCEATETECCCETE
CeCATTCCETCATACGACTTGCAGCCTCTARACCCCTCGATCTGCCCET
CEEATTGEICATAGACTIGEACGCCTETARACCCETCEATETECCCET
CCCATTGCETCATACGACTTGCAGCCTCTARACCCCTCGATCTGCCCETE
CEEATTGETCATAGACTIGEAGCCTETARACCCETCERATETECCTET
CeCATTGCETCATACGACTTGCAGCCTCTARACCCCTCGATCTGCCCETE
CECATTEETCATACACTTGRAGCCTETARACCCETCEATETECCCRETE
CeCATTCCETCATACGACTTGCAGCCTCTARACCCCTCGATCTGCCCETE
CEGATTEETCATACACTTGRAGCCTETARACCCETCEATETECCTETE
CeCATTGCETCATACGACTTGCAGCCTCTARACCCCTCGATCTGCCCETE
CECATTEETCATACACTTGRAGCCTETARACCCETCEATETECCCRETE
CeCATTGCETCATACGACTTGCAGCCTICTARACCCCTCGATCTGCCCETE
CEGATTEETCATACACTTGRAGCCTETARACCCETCEATETECCCRETE
CeCATTCCETCATACGACTTGCAGCCTCTARACCCCTCGATCTGCCCETE
CECATTEETCATACACTTGRAGCCTETARACCCETCEATETECCCETE
CeCATTGCICATACACTTGEAGCCTCTARACCCCTCCATCTECCCETE
CECATTEETCATACACTTGRAGCCTETARACCCETCEATETECCCRETE

FELAT ST AT A AT TSR AT T B R T AR T T T

{entpackt zur Benutzung)“SegSplitter\phyc 9%5_samp.fas

fas.txt

-

m

Abbildung: Benutzeroberfliache von SeqSplitter 1.0 unter Microsoft Windows 7
Auf der linken Seite finden sich die originalen Sequenzdaten, auf der rechten Seite die modifizierten Daten.
unteren Bereich werden die Arbeitsschritte protokolliert.

Funktionen
File — Load fasta

L&dt ein Sequenzalignment im Fast-Format, welches dann im linken Teil des Fensters dargestellt wird.

File — Quit
Beendet das Programm.

Actions — Log sequence statistics

Im

Diese Funktion analysiert jede Sequenz einzeln und schreibt diverse Eigenschaften in eine Tabelle (Tabstopp-
getrenntes Textformat, standardmaRig als statistics_output.txt). Fir jede Sequenz werden angegeben: Name
(Sequence name), Lange (Length), GC-Gehalt (GC value), Anzahl homozygoter Positionen (Homozygous
positions), Anzahl heterozygoter Positionen insgesamt (Heterozygous positions), Zahl unsicherer Positionen mit
zwei moglichen Nukleotiden (BiState postions), Zahl unsicherer Positionen mit drei mdglichen Nukleotiden
(TriState positions) und Vorkommen der einzelnen Nukleotide in der Sequenz (A, C, G, T, M,R, W, S, Y, K, B, D,
H, V, N, Gaps, unbekannte (nicht-IUPAC-) Symbole).

Actions — Split and export as fasta
Jede der geladenen Sequenzen wird in zwei Tochtersequenzen (Allele) zerlegt. An eindeutigen Positionen (A, C,

G, T und Gap (-, . oder ?)) erhalt die Tochtersequenz das entsprechende Nukleotid. Dasselbe gilt fur die
uneindeutigen Symbole, welche mehr als zwei mdgliche Nukleotide reprasentieren (B, D, H, V und N, sowie
unbekannte (nicht-lUPAC-) Symbole). Fir die Gbrigen (M, R, W, S, Y und K) erhalt jede Tochtersequenz nach
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dem Zufallsprinzip je ein anderes der beiden méglichen Nukleotide. Die generierten Sequenzen werden direkt im
Fasta-Format abgespeichert (standardmafig als splitted_output.fas).

Actions — Reduce to homozygous positions

Diese Funktion I6scht alle Positionen des geladenen Alignments, an der mehr als n Sequenzen ein uneindeutiges
Nukleotid aufweisen (M, R, W, S, Y, K, B, D, H oder V). Der Wert n entspricht der Einstellung ,Reduction
threshold® (siehe unten). Ein Wert von n=0 entspricht der Einstellung ,Reduce any heterozygous position®. Das
modifizierte Alignment wird direkt im Fasta-Format abgespeichert (standardmaRig als reduced_output.fas).

Actions — Save log to file
Speichert alle Informationen, welche im unteren Bereich des Fensters protokolliert wurden, als Textdokument
(standardmafig als log.txt).

Settings — Randomize/Use seed ()/Set seed

Diese Einstellungen betreffen den Zufallsgenerator des Programms. Wird die ,Randomize“-Funktion verwendet,
wird der Zufallsgenerator mit einem zufalligen Wert initialisiert. Jede wiederholte Modifikation (die zufallige
Aufspaltung in zwei Allele, ,Funktion Split and export as fasta“) des gleichen Datensatzes fihrt dann zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Wird die ,Use seed“-Funktion verwendet, flihrt die wiederholte Modifikation eines
Datensatzes mit demselben Startwert immer zum selben Ergebnis. Mit der ,Set seed*-Funktion kann ein
beliebiger Startwert des Zufallsgenerators ausgewahlt werden.

Settings — Reduce any heterozygous position/Reduction threshold ()/Set reduction threshold
Hier kann eingestellt werden, welche Art von Alignmentpositionen mit der Funktion ,Reduce to homozygous
positions” geléscht werden (siehe auch dort).
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ische Auftrennung der

Gelelektrophoret

Anhang 5

Es wurden jeweils 2 pl der erhaltenen Stammldsung in 0,8%igen Agarosegelen in einem elektrischen Feld von

etwa 4 V/cm fur etwa 30 min aufgetrennt. Zur groben Quantifizierung wurden ebenfalls jeweils 2 yl DNA-Standard
bekannter Konzentration (5, 10, 20, 50 und 100 ng/ul) aus dem Phagen A aufgetragen. Die Bilder wurden

teilweise zerschnitten und wieder zusammengefiigt. Proben, welche auf einem gemeinsamen Gel aufgetrennt

wurden und die zugehdrigen Standards sind durch Rahmen markiert. Gezeigt sind 103 von 124 Proben von

FK0102 wurden von Kooperationspartnern nach einem abweichenden Protokoll isoliert. Fir die Probe FK086

Dyckia und AuRengruppen, welche fiir die vergleichende Sequenzierung verwendet wurden. Die Proben FK0087-
wurde keine Elektrophorese durchgefiihrt.
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~- Dyckia estevesii FK0001
Dyckia estevesii FK0005

[~ Dyckia goehringii FK0031

D ckia monticola FK0088

yckia ferruginea FK0090

[~ Dyckia pectinata FK0188

Dyckia fosteriana FK0094

Dyckia marnier lay ostollel var estevesii FK0030

Dyckia beateae 044

Dyckia marnier lapostollei var marnier lapostollei FK0029
Dyckia granmogulensis 007
Dyckia maracasensis FK0087
Dyckia secunda FK0192

ckia dissitiflora FK0141
yckia milagrensis FK0096

Dyckia pernambucana FK0097
Dyckia pernambucana FK0098
Dyckia nana_FK0191

- Dyckia ursina FK0089
Dyckia macedoi FK0099
Dyckia macedoi FK0100
Dyckia macedoi FK0101
Dyckia macedoi FK0102
Dyckia dawsonii FK0043
yckla cinerea FK0047

Dyckia lunaris FK0193

Dyckia estevesii var braunii nom nud FK0004
Dyckia lindevaldae FK0019
Dyckia braunii FK0042

Dyckia aurea FK0194
Dyckia plateg)hylla FK0209
— I Dyckia saxanlls FKO
{r yckia brevifolia FK0067
Dyckia delicata FK0184
Dyckia brachyphylla FK0045
E) ckia densiflora " FK0213
ckia tuberosa aff FK0206
yckia microcalyx var indet FK0009
Dyckia distachya FK0126
Dyckia microcalyx FK0054
Dyckia tobatiensis FK0018
Dyckia niederleinii FK0110
Dyckia leptostachya cf FKO0115
Dyckia spec FK0116
Dyckia rojasii FK0195
ckia ferox FK0027
5Ckla spec FK0049
yckia vestita FK0032
Dyckia vestita FK0109
Dyckia tomentella FK0114
— || —Dyckia ferox FKO056
L4 Dyckia microcalyx cf FK0051
Dyckia microcalyx FK0111
- Dyckla ferox FK0020
Dyckia brevifolia aff FK0010
Dyckia rariflora FK(
Dyckia remotiflora FK
Dyckia remotiflora var indet FK0011
H yckia choristaminea FK0021
Dyckia hebdingii FK0038
Dyckia hebdingii FK0112
—— Dyckia maritma_FK0113
Dyckia elisabethae FK0219
Dyckia choristaminea_ FK0040
Dyckia machrisiana FK0189
Dyckia remotiflora var indet FK0015
Dyckia hebdingii FK0013
Dyckia ibiramensis aff FK0025
Dyckia spec  FKO!
[— Dyckia enchohnmdes FK0095
D ckia reitzii_aff
yckia maritima FK0092
| Dyckia jonesiana FK0217
yckia paraensis FK0190
Dyckia leptostachya aff FK0016
Bcklaleptostach a aff FK0035
yckia pumila aff FK0017
Dyckia grandidentata FK0183
Dyckia leptostachya FK0053
Dyckia velascana FK0006

Dyckia floribunda FK0107
Dyckia niederleinii FK0103
Dyckia ursina FK0012

Dyckia spec FK0024
Dyckia floribunda FK0052
yckia floribunda FK0108
Dyckia velascana cf FK0106
- Dyckia estevesii FK0033
Dyckia pumila FK0093
Dyckia mirandiana FK0202
Dyckia spiritu santense FK0207
Dyckia pulquinenses 0199
Dyckia beateae FK0091

Encholirium spec  FK0014
Encholiium maximum FK0124
Encholirium erectiflorum FK0123
n nov spec nov FK0257
Encholirium spec  FK0125
Encholirium spec FK0078
Encholirium spec  FK0080
Encholirium magalhaesu FK0122
Encholirium spec

E holmum horridum FK0070
|_|——Deuterocohma brevispicata FK0071
uterocohnia meziana FK0073
Deuterocohnia glandulosa FK0072
I:E Deuterocohnia brevifolia FK0074
Deuterocohnia cf haumanii FK0075
Fosterella villosula FK0076

[ Fosterla aicans Ficot17

Fosterella spectabilis FK0118

L Fosterella weddelliana FK0077
Fosterella pendulifiora FK0081

o)
o}

Pitcairia heterophylla FK0083
Pitcairnia pungens FK0084

Pitcairnia pipenbringii FK0085

Pitcairnia feliciana FK0119

Pitcairnia fuertesii FK0120

Puya ferruginea FK0082

Puya herzogii FK0121
L ]
! 0,01 !

Anhang 6: Kombinierter plastidarer Datensatz: Neighbour Joining-Analyse
Gezeigt ist der Baum aus einer Neighbour Joining-Analyse durchgefiihrt mit PAUP* 4.0b. Die Astlangen
reprasentieren p-Distanzen entsprechend der Maf3stabsleiste am unteren Ende der Abbildung.
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—64—: Dyckia estevesii FK0001

50 Dyckia estevesii FK0005
64 S7 Dyckia estevesii var_braunii nom nud FK0004
Dyck|a lindevaldae FK0019
87 Dyckia braunii_FK0042
76 Dyckia aurea FK0194

96 Dyckia platyphylla FK0209
Dyckia granmogulensis FK0007
Dyckia marnier lapostollei var marnier lapostollei FK0029
Dyckia marnier lapostollei var estevesii FK0030
Dyckia goehringii FK0031
59 Dyckia saxatilis FK0036
61 Dyckia brevifolia_FK0067
51 Dyckia delicata FK0184
63 Dyckia dawsonii_FK0043
4@ Dyckia cinerea FK0047
Dyckia lunaris FK0193
71 Dyckia beateae FK0044
Dyckia brachyphylla FK0045
70 73 Dyckia maracasensis FK0087
% Dyckia secunda FK0192
Dyckia dissitiflora FK0141
Dyckia monticola FK0088
Dyckia ursina FK0089
Dyckia ferruginea FK0090
Dyckia fosterniana FK0094
Dyckia milagrensis FK0096

% Dyckia pernambucana FK0097

56 Dyckia pernambucana FK0098

92 Dyckia macedoi FK0099
17 83 Dyckia macedoi FK0100
76 1 Dyckia macedoi FK0101
57 Dyckia macedoi FK0102

Dyckia pectinata FK0188
Dyckia nana FK0191
Dyckia tuberosa aff FK0206
Dyckia densiflora  FK0213
Dyckia velascana FK0006
[ Dyckia remotiflora FK0055
78 [ Dyckia niederleinii FK0103
63 [ Dyckiavelascana FK0104
[ Dyckiavelascana FK0105
— Dyckia floribunda FK0107
64 Dyckia microcalyx var indet FK0009
51 Dyckia microcalyx FK0054
Dyckia distachya FKO0126
Dyckia tobatiensis FK0018
Dyckia ferox FK0027

94 Dyckia vestita FK0032
2 85 Dyckia vestita FK0109
57 Dyckia tomentella FK0114

Dyckia ferox
. Dyckiaspec FK0049
% Dyckia microcalyx cf FK0051
72 50 Dyckia microcalyx FKO1
o6 Dyckia niederleinii FK011O
97 Dyckia leptostachya cf FK0115
95 [ Dyckiaspec FK0116
'———————— Dyckia rojasii FK0195
Dyckia ferox FK0020
Dyckia brevifolia_aff FKO0010
Dyckia rariflora FK0039
Dyckia remotiflora FKO068
Dyckia remotlflora var indet FK0011
Dyckia hebdingii FK0013
Dyckia remotifiora var indet FK0015
Dyckia choristaminea FK0021
Dyckia hebdingii FK0038
Dyckia choristaminea FK0040
Dyckia hebdingii FK0112
Dyckia maritima FK0113
I Dyckiamachrisiana FK0189
—— Dyckia elisabethae FK0219
L 92  ——— Dyckiaibiramensis aff FK0025
80 Dyckia spec FK0086
o1 55 93 Dyckia ursina FK0012
83 Dyckia spec FK0023
89 Dyckia spec  FK0024
68 Dyckia floribunda FK0052
56 Dyckia floribunda FK0108
Dyckia velascana cf FKO0106
54 Dyckia leptostachya aff FK0016
86 Dyckia leptostachya aff FK0035
94 74 Dyckia pumila aff FK0017
87 1 Dyckia grandidentata FK0183
Dyckia leptostachya FK0053
Dyckia estevesii FK0033
Dyckia pumila FK0093
Dyckia reitzii aff FK0050
Dyckia maritima FK0092
95 Dyckia encholirioides FK0095
Dyckia paraensis FK0190
94 Dyckia pulquinenses FK0199
100 Dyckia mirandiana FK0202
99 Dyckia spiritu santense FK0207
Dyckia jonesiana 0217
Dyckia beateae FK0091
55 1 Encholirium spec  FK0014
100 81 83 Encholirium maximum FK0124
Encholirium erectiflorum FK0123
100 80 Gen nov spec nov FK0257
Encholirium horridum FK0070
4 Encholirium spec FK0078
99 52 Encholirium spec  FK0080
97 96 Encholirium spec FK0079
97 Encholirium magalhaesii FK0122
a1 Encholirium spec FK0125
[ Deuterocohnia brevispicata FK0071
93 80 —— Deuterocohnia mezmﬁa
100 [~~~ Deuterocohnia glandulosa FK0072
92 100 L 100~ Deuterocohnia brevifolia FK0074
100 Deuterocohnia cf haumanii FK0075
53 Fosterella villosula FK0076
97 100 53 100 Fosterella albicans FKO0117
97 1 100 Fosterella spectabilis FK0118
00 l—:55 Fosterella weddelliana FK0077
87 100 57 Ec;sterellahpetnduli{‘k)ﬁa E&ggg;
itcairnia heterophylla
87 100 —— Pitcairnia pungens” FK0084
54 [ Pitcairnia pipenbringii FK0085
54 Pitcairnia feliciana FK0119
Encan;nla fuertesl;: KFOKO(J8122O
— Puyaferruginea
b Pu;a hezggii FK0121

53

65
52

|

H

Anhang 7: Kombinierter plastidarer Datensatz: NJ Bootstrap-/Jackknife-Analyse

Gezeigt ist ein 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus 10.000 Bootstrap-Replikaten durchgefihrt mit
PAUP* 4.0b. Bootstrap-Werte finden sich iiber den Asten. Jackknife-Werte aus 10.000 Replikaten finden sich
unter den Asten, Werte unter 50% sind nicht gezeigt.
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100

78

88

Dyckia dissitiflora (FK0141)
Dyckia maracasensis (FKODB?)
Dyckia secunda (FK0192)

Dyckia granm

g [(__F KO
Dyckia 1a (FK0097,
Dyckia psmambucana FK0098;

74 68
———

62
89 50
7 98
93

7

50 | I

69

52 | S

63 —

50 | S

Dyckia ol (FK0096)

Dyckia nana (FK0191)

Dyckia ursina (FKO089)

Dyckia macedoi (FK0099

Dyckia macedoi (FK0100

Dyckia macedoi (FK0101

Dyckia macedoi (FK0102

Dyckia estevesii var. braunu (FK0004)
Dyck/a lindevaldae (FK0019)

Dyckia braunii (FK0042)

Dyckia aurea (FK0194

Dyckia platyphylla (FK0209)

Dyckia dawsonii (FK0043)

Dyckia cinerea (FK0047)

Dyckia lunaris (FKO1 933)

Dyckia estevesii (FK0001)

Dyckia estevesii (FK0005)

Dyckia marnier-I Iaposto/ler var. mar. (FK0029)
Dyckia marnier-lapostollei var. est. (FKO030)
Dyckia goehringii FK0031)

Dyckia saxatilis (FKO036

Dyckia brevifolia (FK0067)

Dyckia delicata (FK0184)

Dyckia beateae (FK0044

Dyckia b 045)
Dyckla monticola (F 0088)
Dyckia ferruginea (FKOOQO)

67

88
51 74
—

63 | —
51 | IS

56

Dyckia fc (FK0094)
Dyckia densiflora (FK0213)
Dyckia pectinata (FK0188
Dyckia tuberosa (aff.) (FK0206)
Dyckia vestita (FK0032)
Dyckia vestita (FK0109)

Dyckia tomentella (FK0114)
Dyckia ferox (FK0056

Dyckia cf. microcalyx (FK0051)
Dyckia microcalyx (FKO1

Dyckia microcalyx var Indel (FK0009)
Dyckia microcalyx (FK0054)

Dyckia distach) a/ 6 K0126)

Dyckia ferox (FK0027)

Dyckia spec. (FK0049)

Dyckia tobatiensis FK001 8

yckia r
Dyckla cf. Ieptostachya (FK01 15)
Dyckia spec. (FK0116)
Dyckia ferox (FK0020
Dyckia rojasii (FKO1 9

o7
95

50

—2 —

Dyckia pulq ?
Dyckia chorlstammea SFKOOZ )
Dyckia hebdin, f?n (FKO003
Dyckia remotiflora var. indet. (FKO011)
Dyckia hebdin, ﬁ;u (FK0013,
Dyckia remotiflora var. indet. %: K0015)
Dyckia choristaminea SFKOO
Dyckia hebdingii ﬁ:F K0112)

i K011

85 |

53

920

93

Dyckia

Dyckia machrisiana (FK0189)
Dyckia elisabethae (FK0219)
Dyckia aff. brevifolia (FK0010)
Dyckia rariflora (FKO039)
Dyckia remotiflora (FK0068
Dyckia aff. ibiramensis (FK0025)
Dyckia spec. (FKOOBG&

Dyckia floribunda (FK0052)
Dyckia floribunda (FK0108,
Dyckia cf. velascana (FKO 06)
Dyckia ursina (FK0012)
Dyckia spec. (FK0023;

Dyckia spec. (FK0024,

Dyckia velascana (FK0006)
Dyckia remotiflora (FK0055)
Dyckia niederleinii (FKO103)
Dyckia velascana (FK0104)
Dyckia velascana (FK0105
Dyckia floribunda (FK0107)
Dyckia aff. leptostachya (FK001 6)

86

Dyckia aff. K0035)
Dyckia aff. pumila (FK'0017
Dyckia grandidentata (FK0183)
Dyckia Ieptostachya (FK0053)

66

66

99 —

97 |

90

84 81
79

Dyckia

Dyckia encholmoldes [()FKOOQS)
Dyckia paraensis (FKO1

Dyckia aff. reitzii (FKOOSO)
Dyckia jonesiana (FK0217)
Dyckia estevesii (FK0033)

Dyckia pumila (FK0093

Dyckia mirandiana (FK0202
Dyckia espiritosantensis (FK0207)
Dyckia beateae (FK0091)

Gen. nov. spec. nov. (FK0257,
Encholirium erectiflorum (FK0123)
Encholmum spec. (FK0014)

100 74

100 60

FK0124)
Encholirium horridum (FK0070)
Encholirium spec. (FKO078
Encholirium spec. (FKO080,
Encholmum spec FK0079

100 89

100

70

86

100 85
100

100

100

100
100

100
99

100

100

i (FK0122)
Encholmum spec (FK0125
Deuterocohnia brevispicata (FK0071)
Deuterocohnia meziana (FKOO7[2
Deuterocohnia brevifolia (FK0074)
Deuterocohnia cf. haumanii (FK0075)
Deuterocohnia glandulosa gIFK0072)
Fosterella albicans (FKO1

Fosterella spectabilis (FK0118)
Fosterella villosula (FKO076
Fosterella weddelliana (FK0077,
Fosterella penduliflora (FK0081
Pitcairnia heterophylla (FK0083
Pitcairnia pungens (FK0084
Pitcairnia pipenbringii (FK0085)
Pitcairnia fuertesii (FKO120)
Pitcairnia feliciana (FK0119)

Puya ferruginea (FK0082)

Puva herzoaii (FK0121)

Anhang 8: Kombinierter plastidarer Datensatz: Parsimonieanalyse: Strict-Konsensusbaum

Gezeigt ist der Strict-Konsensusbaum aus 100.000 kiirzesten Baumen mit einer Schrittlange von 807 aus einer
Parsimonieanalyse durchgefiihrt mit PAUP* 4.0b. Uber den Asten finden sich Bootstrap-Werte, unter den Asten
Jackknife-Werte aus jeweils 1.000 Replikaten. Werte unter 50% sind nicht gezeigt.
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Anhang 9: Kombinierter plastidarer Datensatz: Haplotyp-Netzwerk mit DNA-Nummern

Das Haplotyp-Netzwerk wurde mittels des Computerprogramms TCS 1.21 erstellt. Verwendet wurden nur
Akzessionen von Dyckia und Encholirium, sowie Deuterocohnia brevispicata und Deuterocohnia meziana zur
Bewurzelung. Die gezeigten Nummern entsprechen den DNA-Nummern der Proben.
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Dyckia milagrensis_FK0096
Dyckia dissitiflora FK0141
Dyckia pernambucana FK0098
Dyckia granmogulensls FK0007
Dyckia pemambucana
Dyckla tomentella FK0114
Dyckia ferox FK0056
Dyckia remotiflora var indet FK0011
Dyckia choristaminea FKO!
Dyckia remotiflora var mdet FKO0015
Dyckia microcalyx cf FKO005
Dyckia mlcrocalyx FKO111
Dyckia lunaris FK0193
Dyckia choristaminea FK0021
Dyckia rojasii FK0195

Dyckia monticola FK0088
Dyckia encholirioides FK0095

Dyckia fosteriana FK0094
Dyckia machrisiana FK0189
Dyckia microcalyx FK0054
Dyckia dlstachya FK0126
Dyckia vestita FK0109
Dyckia microcalyx var indet FK0009

Dyckia tobatiensis FK0018
Dyckia vestita FK0032
Dyckia spec FK0116

Dyckia ferox FK0020
Dyckia leptostachya FK0053

Dyckia velascana FK0104
Dyckia velascana FK0006

Dyckia niederleinii
Dyckia brevifolia aff FK0010
Dyckia leptostachya aff FK0035
Dyckia hebdingii FK0112
Dyckia ferox FK0027
Dyckia leptostach a cf FKO0115
Dyckia pulqulnenses FK0199
Dyckia leptostach: ga aff FK0016
yckia rariflora FK0039
Dyckia braunii FK0042
Dyckia remotlﬂora FK0068
Dyckia brachyphylla FK0045
Dyckia ursina_FK0089
Dyckia nana FK0191
Dyckia densiflora FK0213
Dyckia secunda FKO
Dyckla macedoi FKi
Dyckia Ilndevaldae FKO0019
Dyckia macedoi FK0102
Dyckia macedoi FK0101
Dyckia spiritu santense FK0207
Dyckia macedoi FK0100
Dyckia cinerea_FK0047
Dyckia aurea FK0194
Dyckia oligantha var ollgantha FK0036
Dyckia tuberosa aff FK02
Dyckla grande dentata FK0183
Dyckia beateae FK0044
Dyckla ferruginea FK0090
Dyckia estevesii_FK0001
yckia estevesii FK0033
Dyckia mirandiana _FK0202
yckia dawsonii FK0043
Dyckia paraensis FK0190
Dyckia estevesii FKO005
Dyckia goehringii FK0031
Dyckia estevesn var braunii nom nud FK0004
Dyckia marnier lapostollei var marnier lapostollei FK0029
yckia pumila FK(
Dyckia mamlerlapostollel var estevesii FK0030
Dyckia pumila aff 017

Dyckla reitzii aff FKOO! 0
—‘_‘— % ckia beateae FK0091
la_ FK0209

Dyckia platypl hg
Dyckia hebdingii FK0038
Dyckia brevifolia FK0067
Dyckia niederleinii FK0103
Dyckia velascana FKO0105
Dyckia delicata FK0184
—| Dyckia ellsabethae FK0219
Dyckia marltlma FK0113
Dyckia hebdingii FK0013
Dyckia spec FK0049

Dyckia maracasensis FK0087
— Dyckia maritima FK
Dyckia remotlflora FK0055
Dyckla spec FKO008(

.. 'Dyckia ibiramensis aff FK0025
Dyckia jonesiana FK0217
—— Encholirium spec FK0080

Encholirium magalhaesii FK0122

Encholirium spec FK0125
Encholirium spec
Dyckia pectmata FK0188

Encholirium spec FK0078
Encholirium maximum FKO
n nov spec nov FK0257

Gel
Encholirium spec  FK0014
ncholirium erectifiorum FK0123
Encholirium horridum FK0070

7
Deuterocohnia glandulosa FK0072
,—'_|—_Deuterocohma cf haumanii FK0075
1 Deuterocohnia me2|Oa7nf FK0073

Deuterocohnia brevifolia FKO!

[
L Deuterocohnia brevispicata FK0071

osterella villosula FK0076

L] Fosterella weddelliana FK0077
F F - Fosterella albicans FK0117
F ilis FK0118

L Puya herzogii FK0121
Puya ferruginea FK0082

L Fosterella penduliflora FK0081

N Pitcairnia pungens FK0084
,—'_|_— Pitcairnia fuertesii_FK0120
Pitcairnia pipenbringii FK0085

—| Pitcairnia he(ero'?ha/lla FK0083
Pitcairnia feliciana FK0119

' 0,01 '

Anhang 10: PhyC-Datensatz: Neighbour Joining-Analyse
Gezeigt ist der Baum aus einer Neighbour Joining-Analyse durchgefiihrt mit PAUP* 4.0b. Die Astlangen

reprasentieren p-Distanzen entsprechend der Maf3stabsleiste am unteren Ende der Abbildung.
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Dyckia velascana FK0006
[ Dyckia ursina FK0012
52 [ Dyckiaspec FK0023
Dyckia spec FK0024
63 [ Dyckia floribunda FK0052
56 Dyckia floribunda FK0107
56 “—— Dyckia floribunda FK0108
51 —— Dyckia velascana cf FK0106
Dyckia niederleinii FK0110
95 3 Dyckia remotifiora FK0055
70 61 Dyckia spec FK0086
88 Dyckia ibiramensis_aff FK0025
Dyckia jonesiana 0217
56 59 Dyckia beateae FK0044
58 Dyckia ferruginea_FK0090
1 Dyckia estevesii FK0001
Dyckia estevesii FK0033

83 9 Dyckia brevifolia FK0067
96 Dyck|a niederleinii FK0103
o Dy Ckla e ;‘fT”‘= . % t FKO011
62 [ Dyckia remotiflora var indet
51 Dyckia remotiflora var indet FK0015
54 Dyckia choristaminea FK0040
f~— Dyckia tobatiensis FK0018
Dyckia vestita FK0032
87 f~— Dyckia dawsonii FK0043
ga — Dyckia paraensis FK0190

f~— Encholirium spec FK0080

55 ——— Encholirium spec FK0125

Dyckia estevesii var braunii nom nud FK0004
Dyckia estevesii FK0005

Dyckia granmogulensis FK0007

Dyckia microcalyx var indet FK0009

Dyckia brevifolia aff FK0010

Dyckia hebdingii FK0013

Dyckia leptostachya aff FK0016

Dyckia pumila aff FK0017

Dyckia lindevaldae FK0019

Dyckia ferox 020

Dyckia choristaminea FK0021

Dyckia ferox FK0027

Dyckia marnier lapostollei var marnier lapostollei FK002¢
Dyckia marnier lapostollei var estevesii FK0O030
Dyckia goehringii FK0031

Dyckia leptostachya aff FK0035

Dyckia saxatilis FK0036

Dyckia hebdingii FK0038

Dyckia rariflora FK0039

Dyckia braunii FK0042

Dyckia brachyphylla FK0045

Dyckia cinerea FK0047

Dyckia spec  FK0049

50 Dyckia reitzii aff FK0050
Dyckia microcalyx cf FK0051

50 Dyckia leptostachya FK0053
Dyckia microcalyx FK0054
Dyckia ferox 056

Dyckia remotiflora FK0068
Encholirium spec  FK0078
Encholirium spec  FK0079
Dyckia maracasensis FK0087
Dyckia monticola FK0088
Dyckia ursina FK0089

Dyckia beateae FK0091
Dyckia maritima_FK0092
Dyckia pumlla FK0093

Dyckia fosteriana

Dyckia encholirioides FK0095
Dyckia milagrensis FK0096
Dyckia pernambucana FK0097
Dyckia pernambucana FK0098
Dyckia macedoi FK0099
Dyckia macedoi FK0100
Dyckia macedoi FK0101
Dyckia macedoi FK0102
Dyckia velascana FK0104

55 Dyckia vestita FK0109
Men | Dyckia microcalyx FK0111
53 Dyckia hebdingii FK0112

Dyckia mariima FK0113
Dyckia tomentella FK0114
Dyckia leptostachya cf FK0115
Dyckia spec  FK0116
Dyck|a distachya FK0126
Dyckia dissitiflora FK0141
Dyckia grandidentata FK0183
Dyckia delicata FK0184
Dyckia pectinata FK0188
Dyckia machrisiana FK0189
52 Dyckia nana FK0191
50 Dyckia secunda_ FK0192
Dyckia lunaris FK0193
Dyckia aurea FK0194
Dyckia rojasii FK0195
Dyckia pulquinenses FK0199
Dyckia mirandiana FK0202
Dyckia tuberosa aff FK0206
93 Dyckia spiritu santense FK0207
92 Dyckia platyphylla FK0209
Dyckia densiflora  FK0213
Dyckia elisabethae FK0219
Encholiium magalhaesii FK0122
Encholiium maximum FK0124
78 Encholirium spec  FK0014
Encholirium erectiflorum FK0123
81 Encholirium horridum FK0070
79 76 Gen nov spec nov FK0257
57 Deuterocohnia glandulosa_FK0072
74 Deuterocohnia cf haumanii FK0075
98 7 Deuterocohnia meziana FK0073
62 1 Deuterocohnia brevifolia FK0074
97 Deuterocohnia brevispicata FK0071
61 [ Fosterella villosula FK0076
100 [ Fosterella weddelliana FK0077
100 100 Fosterella pendulifiora FK0081
100 [ Fosterella albicans FK0117
—— Fosterella spectabilis FK0118
Puya herzogii FK0121
83 Puya ferruginea FK0082
59 Pitcairnia pungens FK0084
100 77 Pitcairnia fuertesii FK0120
I 1 57 Pitcairnia pipenbringii FK0085
1 100 Pitcairnia heterophylla FK0083
Pitcairnia feliciana FK0119

Anhang 11: PhyC-Datensatz: Neighbour Joining Bootstrap-/Jackknife-Analyse

Gezeigt ist ein 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus 10.000 Bootstrap-Replikaten durchgefihrt mit
PAUP* 4.0b. Bootstrap-Werte finden sich iiber den Asten. Jackknife-Werte aus 10.000 Replikaten finden sich
unter den Asten, Werte unter 50% sind nicht gezeigt.
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51 — Dyckia cinerea QEKOMD
- _ Dyckia aurea (FKO1 }2
Dyckia lindevaldae (FK0019)
Dyckia saxatilis (FKO036

Dyckia brachyphylla (FK&045)
Dyckia ursina (FK(

Dyckia macedoi FK0099
Dyckia macedoi (FK0100,
Dyckia macedoi (FK0101
Dyckia macedoi (FK0102,
Dyckia nana (FK0191)
Dyckia secunda (FK0192
Dyckia tuberosa (aff.) (FK0206)
Dyckia esplmosantensrs SFK0207)
Dyckia densiflora (FK0213)

Dyckia floribunda (FK0052

Dyckia floribunda (FK0108,

Dyckia cf. velascana (FK0106)

Dyckia ursina '(__ K0012)

Dyckia spec. (FK0023)

Dyckia spec. (FK0024

Dyckia velascana (FK0006)

Dyckia floribunda (FK0107)

Dyckia estevesii (FK0O001

Dyckia goehringii (FK0031)

Dyckia estevesii &FKOOGS)

Dyckia beateae (FK0044

Dyckia ferruginea (FK0090)

Dyckia mirandiana (FK0202)

Dyckia dawsonii (FK0043)

Dyckia paraensis (FK0190
— Dyckia tobatiensis (FK0018)

e — Dyckia vestita (FKO032.

Dyckia microcalyx var. indet. (FKO009)
Dyckia microcaQ/x (FKO054;

Dyckia vestita (FKO109)

Dyckia distachya (FK0126)

Dyckia granmogulensls (FK0007)
Dyckia milagrensis (FKOO

Dyckia pernambucana gF K0097;

Dyckia pernambucana (FK0098,
Dyckia dissitiflora (FK0141)
63 | — Dyckia remotiflora var. indet. (FK001 1;
51 Dyckia remotiflora var. indet. (FK0015,

Dyckia choristaminea (FK0040)

Dyckia cf. microcalyx }éFKOO51)
Dyckia microcalyx (F|
— Dyckia marnier-lapostollei var. mar. (FK0029)
Dyckia marnier-lapostollei var. est. (FK0030)

gycl;la a}‘f mlfwﬂ;l I:KKOZOQ)
ckia platyphylla
52 D;okla bea}l/eag (F}g 0091)
- 94 | — Dyckia aff. ibiramensis (FK0025)
Dyckia remotifiora (FK0055)
— 86 L Dyckiaspec. (FK0086
Dyckia jonesiana (FK0217)

Dyckia hebdingii (FK0112)
Dyckia maritima (| FK01 13)
Dyckia delicata (FK0184)
Dyckia elisabethae (FK0219)

64 | — Dyckia brevifolia (FKO067,
Dyckia niederleinii (FKO103)
54 — K0105,

Dyckia velascana (| )

Dyckia estevesii var. braunu (FK0004)
Dyckia estevesii (FK0OO

Dyckia aff. leptostachya & K0035)

Dyckia cf. Ieptostachya( K0115)
— Dyckia pumila (FKOO!
—_ Dyckia grandldsntata rEFKO1 83)
Dyckia aff. brevifolia

K0010)
Dyckia hebdingii (FKO013
Dyckia aff. leptostachya (FK0016)
Dyckia aff. pumlla (F 0017)
Dyckia ferox (FK
Dyckia chon’staminea (FK0021)
Dyckia ferox (FK0027)
o Dyckia hebdingii (FKO038)
S Dyckia rariflora (FK0039)
- Dyckia braunii éFKOMZ)

Dyckia spec. (FK0049)

Dyckia leptostachya éF K0053)
Dyckia ferox (FKO05!
Dyckia remotiflora (FK0068)
Dyckia maracasensis (FK0087)
Dyckia monticola (FK0088)
Dyckia maritima (FK0092)
Dyckia fosteriana (FK0094)
Dyckia encholirioides SFKOOQS)
Dyckia velascana (F|
Dyckia niederleinii (FK01 10)

0 Dyckia tomentella sFK01 14)
Dyckia spec. (FK0116

94 Dyckia pectinata (FK0188)
Dyckia machrisiana (FK01 89)
Dyckia lunaris (FKO19:

Dyckia rojasii (FK0195
Dyckia pulquinenses (| K01 99)
Encholirium spec. (FK012!
8 Encholirium spec. (FKO078
S Encholirium spec. (FKO079
- Encholirium spec. (FK0080,
Encholirium magalhaesii (FK0122)
Gen. nov. spec. nov. (FK0257
Encholirium horridum (FK0070)
Encholirium spec. (FK0014)
Encholirium erectiflorum ?EK0123)
100 Encholirium maximum (FK0124,
100 74 — Puya ferruginea (FK0082)
67 —_— Puya herzogii (FK0121)
— Deuterocohnia brevispicata (FK0071)
97 EE— Deuterocohnia meziana (FK0073
93 Deuterocohnia brevifolia (FK007: 3
— Deuterocohnia cf. haumanii (FKO075)
62 —_ Deuterocohn/a landulosa 8FK0072)

58 Fosterella wed lelliana (FKOO

53 66 I—: Fosterella albicans (FK0117

99 58 I Fosterella villosula (FK0076
98 Fosterella pendulifiora (FK0081)

Fosterella spectabilis (FK0118)
83 62 Pitcairnia heterophylla 8 K0083)
99 50 Pitcairnia pungens ’(__

100 69 Pitcairnia fuertesii (| K0120

929 Pitcairnia pipenbringii (FK0085)

100 L Pitcairnia feliciana (FKO119)

Anhang 12: PhyC-Datensatz: Parsimonieanalyse: Strict-Konsensusbaum

Gezeigt ist der Strict-Konsensusbaum aus 100.000 kiirzesten Baumen mit einer Schrittlange von 285 aus einer
Parsimonieanalyse durchgefiihrt mit PAUP* 4.0b. Uber den Asten finden sich Bootstrap-Werte, unter den Asten
Jackknife-Werte aus jeweils 1.000 Replikaten. Werte unter 50% sind nicht gezeigt.
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0,67]

0,9:

0,99— Dyckia ursina FK0012
Dyckia spec. FK0023
0.71 0,98: Dyckia mirandiana FK0202
- yckia espiritosantensis FK0207
I— Dyckia estevesii FK0033
— Dyckia pumila FK0093
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0,9 Dyckia pumila (afe/ ﬁ( 3
1 Dyckla leptostachya (aff, FK0035
Dyckia grandidentata FK0183
Dyckia leptostachya FK0053
0,94 — Dyckia estevesii var. braunii nom. nud. FK0004
. Dyckia lindevaldae FK0019
Dyckia braunii FK0042
0,9 Dyckia brevifolia (aff ) FK0010
- Dyckia rariflora FK0039
Dyckia remotiflora FKO068
| -0.96r— Dyckia floribunda FK0052
Dyckia floribunda FK0108
0.95— Dyckia aurea FK0194
095 DDyclEa platyphyllal FKOZ%?(OON
|—2:95r— Dyckia granmogulensis
D))//ckla ?nllagregsls FK0096
0 Dyckia spec. FK0024
0.91 Bycﬁla ;errug;:n}?gonKOOQO
29— yc ia ferox
yckia spec. FK0049
— Dyckia estevesu FK0001
[ — Dyckia estevesii FKO005
[— Dyckia velascana FK0006
[— Dyckia microcalyx var. indet FKO009
— Dyckia remotiflora var. indet FK0011
[— Dyckia hebdingii FK0013
I— Dyckia remotiffora var. indet FK0015
D ckia tobatiensis FK0018
yckia ferox FK0020
[— Dyckia choristaminea FK0021
I— Dyckia ibiramensis (aff.) FK0025
[ Dyckia marnier-lapostollei var. marnier-lapostollei FK0029
[— Dyckia marnier-lapostollei var. estevesii FK0030
D ckia goehringii FK0031
yckia vestita FK0032
[— Dyckia saxatilis FKO036
— Dyckia hebdingii FK0038
[— Dyckia choristaminea FK0040
——— Dyckia dawsonii FK0043
I— Dyckia beateae FK0044
— Dyckla brachypthIIa FK0045
[— Dyckia cinerea
[— Dyckia reitzii (aff.) FKOO!
[— Dyckia mlcvocalP/x ﬁ:kg FK0051
[— Dyckia microcal
[— Dyckia remotlﬂora FK0055
[— Dyckia ferox FK0056
[— Dyckia brevifolia FK0067
Dyckia spec. FK0086

I— Dyckia maracasensis FK0087
I— Dyckia monticola FK0088
I— Dyckia ursina FKO089
— Dyckia maritima FK0092
[— Dyckia fosteriana FK0094
— Dyckla encholirioides FK0095
ckia pernambucana FK0097
yckia pernambucana FK0098
— Dyckla macedoi F 9
I— Dyckia macedoi FKO1OO
— Dyckia macedoi FK0101
I— Dyckia macedoi FK0102
— Dyckia niederleinii FKO103
[— Dyckia velascana FK0104
[— Dyckia velascana FK0105
[— Dyckia velascana cf& FK0106
[— Dyckia floribunda
[— Dyckia vestita FKO109
[— Dyckia niederleinii FK0110
[— Dyckia microcalyx FK0111
— Dyckia hebdingii FK0112
I— Dyckia maritima FK0113
— Dyckia tomentella FK0114
[— Dyckia Ieptostachyaécf ) FK0115
[— Dyckia spec.
[— Dyckia distachya FK0126
[— Dyckia dissitiflora FKO141
[— Dyckia delicata FK0184
|— Dyckia pectinata FK0188
[— Dyckia machrisiana FK0189
I Dyckia paraensis FKO190
[— Dyckia nana FK0191
[— Dyckia secunda FK0192
Dyckia lunaris FK0193
Dyckia rojasii FK0195
Dyckia tuberosa Baff %FKOZOG
Dyckia densiflora F|
I— Dyckia jonesiana FK0217
— Dyckia elisabethae FK0219

Dyckia beateae FK0091
Dyckia pulquinenses FK0199

Encholirium spec. FK0014
Encholirium erectiflorum FK0123
Enchol|r|u6m maximum FK0124

el
Encholirium horridum FK0070
———— Encholirium spec. FK0078
—Enchollnum spec. FK0O079

[ Encholirium spec. FK0080

n. nov. spec. nov. FK0257

Encholmum magal haegu FK0122

Encholirium spec. FKO1
Deuterocohnia brevispicata FK0071
Deuterocohnia meziana FK0073

Deuterocohnia (cf.) haumanii FK0O075
Deuterocohnla 9Iandulosa FK0072

077
0.94 B oA iore PKO0B

Fosterella albicans FK0117

0,9 Pitcairnia pipenbringii FK0085
ﬂ'ﬁ'm_; Pitcaimia fuertesii FK0120
ILC

gjrnia feliciana FK011

Pitcairnia pungens FK0084

L [—Puwa ferruginea FK0082
Puya herzogii FK0121

0.3

Pitcaimia heterophylla FK0083

Fosterella villosula FK0076
Fosterella spectabilis FK0118

Anhang 13: Einzelner plastidarer Locus: rpl32-trnL: Bayes'sche Analyse

Gezeigt ist der 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus einer Analyse mit MrBayes 3.2.1. Die Analyse wurde in
zwei unabhangigen Laufen mit je 1.000.000 Generationen durchgefiihrt. Von den resultierenden Baumen wurden
10% als Burn-in verworfen. Uber den Asten finden sich die Posterioriwahrscheinlichkeiten. Die Astlangen
reprasentieren die erwartete Menge an substituierten Alignmentpositionen entsprechend der Maf3stabsleiste am

unteren Bildrand.
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Dyckia macedoi FKO099
1 Dyckia macedoi FKO100
Dyckla macedoi FK0101
Dyckia macedoi FK0102
0.95|: Dyckla brevifolia FK0067
Dyckia delicata FK0184
0,95 Dyckia aurea FK0194
Dyckia platyphylla FK0209
_Oa%E yckia estevesii FKO001
Dyckia estevesii FKO005
Dyckia estevesii var. braunii nom. nud. FK0004
Dyckia granmogulensis FKO007
Dyckia lindevaldae FK0019 X
Dyckia marnier-lapostollei var. marnier-lapostollei FK0029
[— Dyckia marnier-lapostollei var. estevesii FKO030
[— Dyckia goehringii FK0031
Dyckia saxatilis FK0O036
I~ Dyckia braunii FK0042
[— Dyckia dawsonii FK0043
[ Dyckia beateae F
Dyckia brachyghylla FK0045
[— Dyckia cinerea FKOO:
— Dyckia maracasensis FK0087
I Dyckia monticola FK0088
[— Dyckia ursina FK0089
[— Dyckia ferruginea FK0090
[— Dyckia fosteriana FK0094
I— Dyckia milagrensis FK0096
[— Dyckia pernambucana FK0097
[— Dyckia pernambucana FK0098
[ Dyckia dissitiflora FK0141
[— Dyckia pectinata FK0188
Dyckia nana FK0191
0,77 [— Dyckia secunda FK0192
— Dyckia lunaris FK0193
[— Dyckia tuberosa (aff.) FK0206
— Dyckia densiflora FK0213
— Dyckia hebdingii FK0013
— Dyckia ferox FK0020
Dyckla remonﬂora FK0068
Dyckia velascana FK0006
Dyckia remotiflora FKO055
0,98 Dyckia niederleinii FK0103
Dyckia velascana FK0104
Dyckia velascana FK0105
| _0.77] Dyckia floribunda FK0107
Dyckia ursina FK0012
Dyckia spec. FK0023
0,97 |— Dyckia spec. FK0024
Dyckia floribunda FK0052
Dyckia velascana (cf.) FK0106
07— g DA
yckia brevifolia (af
0.93 Dyiklaéarlﬂom 3 ) FKO025
ckia ibiramensis (af
T‘t: 2 ckk'a e FKoo%tg
— Dyckia spec.
0.98 Dyckia ferox FK0056
A Dyckia microcalyx (cf, FK0051
i D{/ckla microcal yx%
[— Dyckia microcalyx var. indet FKOOOQ
[ Dyckia remotiflora var. indet FK0011
[— Dyckia remotiflora var. indet FK0015
— Dyckla leptostachya %affrg FK0016
Dyckia pumila (a
— Dyckia tobatlensns K0018
[— Dyckia choristaminea FK0021
|— Dyckia ferox FK0027
I— Dyckia vestita FK0032
Dyckia estevesii FK0033
Dyckla leptostachya (aff.) FK0035
yckia hebdingii FKO038
yckia choristaminea FK0040
yckia reitzii (aff.) FKO050
Dyckia leptostachya FK0053
yckla microcalyx FK0054
Dyckia maritima FK0092
yckla pumila FK0093
—— Dyckia enchollrmldes FK0095
—Dyckla vestita FK0109
I— Dyckia niederleinii FKO110
[— Dyckia hebdingii FK0112
[ Dyckia maritima FK0113
1 [— Dyckia tomentella FK011
I— Dyckia leptostachya (cf.) FKO1 15
[— Dyckia spec. FK011
[— Dyckia distachya FK0126
Dyckia grandidentata FK0183
[— Dyckia machrisiana FK0189
0,96 [— Dyckia paraensis FK0190
[— Dyckia robasu FK0195
—— —— Dyckia pulﬂumenses FK0199
— Dyckia JoneS|ana FKO!
— Dyckia elisabethae FK0219
0.9 Dyckia mirandiana FK0202

gyr:k|a espiritosantensis FK0207
0,77} — Dyckia beateae FK0091

Encholirium spec. FK0014
ncholirium erectiflorum FK0123
[ Encholirium maximum FKO012:
—— Gen. nov. spec. nov. FK0257
— Encholirium spec. FK0078
0,67 Encholirium spec. FK0079
. Encholirium spec. FK0080
Encholirium magalhaesii FK0122

0,96

—————— Encholirium spec. FK0125
Encholirium horridum FK0070
0.99 —1|_— Deuterocohnia brevispicata FK0071
Deuterocohnia meziana FK0073
1 1 Deuterocohnia brevifolia FK0074
4':E Deuterocohnia (cf? haumanii FK0075

0,94 Deuterocohnla glandulosa FK0072

Fosterella albicans FKO117
0,94 Fosterella spectabilis FK0118
1 [ I - Fosterella villosula FK0076
1 0.94 1 Fosterella pendulifiora FK0081

> Fosterella weddelliana FK0077
1 [ Pitcairnia heterophylla FK0083

'————— Pitcaimia pungens FK0084
- 0.99 1 Pitcaimia pipenbringii FK0085
Pitcairnia fuertesii FK0120

Pitcairnia feliciana FKO119

Puya ferruginea FK0082
Puya herzogii FK0121

0.3

Anhang 14: Einzelner plastidarer Locus: rps16-trnK: Bayes'sche Analyse

Gezeigt ist der 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus einer Analyse mit MrBayes 3.2.1. Die Analyse wurde in
zwei unabhangigen Laufen mit je 1.000.000 Generationen durchgefiihrt. Von den resultierenden Baumen wurden
10% als Burn-in verworfen. Uber den Asten finden sich die Posterioriwahrscheinlichkeiten. Die Astlangen
reprasentieren die erwartete Menge an substituierten Alignmentpositionen entsprechend der Maf3stabsleiste am
unteren Bildrand.
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0,97 Dyckia microcalyx var. indet FKO009
—E Dyckla microcalyx FK0054
ckia distachya FK0126

Dyckia tobatler{ms FK0018

Dyckla vestita FK0109

[ Dyckia niederleinii FK0110

[— Dyckia microcalyx FKO111

[ Dyckia tomentella FK0114

— Dyckia Ieptostachyaécf) FKO0115
|— Dyckia spec. F

— Dyckia rojasii FK0195

— Dyckia pulquinenses FK0199
Dyckia granmogulensis FK0007

Dyckia maracasensis FK0087

0,96 Dyckia encholirioides FK0095
Dyckia macedoi FK0101
Dyckia macedoi FK0102
Dyckia dissitiflora FK0141
0,96 Dyckia secunda FK0192
— Dy yckia |b|ramens|s gaff ) FK0025
0,94 Dyckia spec. Fi

Dyckla estevesn FKOOO1
Dyckla espiritosantensis FK0207
— Dyckia estevesii var. braunii nom. nud. FK0O004
yckia estevesii FKO005
[ Dyckia velascana FK0006
[ Dyckia brevifolia (aff.) FKO010
— Dyckia remotiflora var. indet FK0011
[— Dyckia ursina FK0012
— Dyckia hebdingii FK0013
— Dyckia remotiflora var. indet FK0015
— Dyckia leptostachya (aff& FK0016
[~ Dyckia pumila (aff.
[ Dyckia lindevaldae FK0019
[— Dyckia choristaminea FK0021
— Dyckia spec. 3
[—— Dyckia spec, FK0024
[ Dyckia marnier-lapostollei var. marnier-lapostollei FK0029
— Dyckia marnier-lapostollei var. estevesii FKO030
[— Dyckia goehringii FK0031
— Dyckia estevesii FK0033
[— Dyckia leptostachya gaff ) FK0035
Dyckia saxatilis
— Dyckia hebdingii FK0038
— Dyckia rariflora FKO039
— Dyckia choristaminea FK0040
[ Dyckia braunii FK0042
— Dyckia dawsonii FK0043
— Dyckia beateae FK0044
— Dyck|a brachypl F){(Ia FK0045
[— Dyckia cinerea
[ Dyckia reitzii (aff.) FK0050
— Dyckia floribunda FK0052
0,88 [ Dyckia leptostachya FK0053
— Dyckia remotiflora FK0055
— Dyckia brevifolia FK0067
[ Dyckia remotiflora FK0068
Dyckia monticola FK0088
[ Dyckia ursina FK0089
|— Dyckia ferruginea FK0090
[ Dyckia marifima FK0092
— Dyckia pumila FK0093
— Dyckia fosteriana FK0094
Dyckia milagrensis FK0096
yckia pernambucana FK0097
Dyckia pernambucana FK0098
yckia macedoi FK0099
yckia macedoi FK0100
yckia niederleinii FK0103
Dyckia velascana FK0104
— Dyckia velascana FK0105
[ Dyckia velascana (cf ) FK0106
[ Dyckia flonbunda FKO010
— Dyckia floribunda FK0108
[ Dyckia hebdingii FK0112
— Dyckia maritima FK0113
— Dyckia grandidentata FK0183
[ Dyckia delicata FK0184
—————— Dyckia pectinata FK0188
[— Dyckia machrisiana FK0189
— Dyckia paraensis FKO190
— Dyckia nana FK0191
[ Dyckia lunaris FK0193
— Dyckia aurea FK0194
[ Dyckia mirandiana FK0202
[ Dyckia tuberosa (aff.) FK0206
Dyckia platyphylla FK0209
— Dyckia densiflora FK0213
— Dyckia jonesiana FK0217
— D ckia elisabethae FK0219
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Enchollnum spec. FK0125
0.97 [————— Encholirium spec. FK0014
i Encholirium horridum FK0070
[ Encholirium spec. FK0078
[ Encholirium spec. FK0079
[ Encholirium spec. F|
[——— Dyckia beateae FK0091
1 — Encholirium magalhaesii FK0122
ncholirium erectiflorum FK0123
Encholiium maximum FK0124
Deuterocohnia brevispicata FK0071
1 Deuterocohnia meziana FK0073
1 Deuterocohnia brevifolia FK0074
Deuterocohnia (cf.) haumanii FKO075
L —— Dg@igrocohnia glandulosa é 8
0,98 Fosterella albicans FK0117
Fosterella spectabilis FK0118
1 Fosterella villosula FK0076
7

1 Fosterella weddelliana FKO07
Fosterella gendullﬂora FK0081

0,99

0,68

1 ,—%:Pncalrma ipenbringii FKOO:
Pitcairnia fuertesii FK0120
1 Pitcaimia feliciana FKO119
T [ Pitcairnia heterophylla FK0083
b Pitcaimia pungens FK0084
Puya ferruginea FK0082
Puya herzogii FK0121
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Anhang 15: Einzelner plastidarer Locus: matK: Bayes'sche Analyse

Gezeigt ist der 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus einer Analyse mit MrBayes 3.2.1. Die Analyse wurde in
zwei unabhangigen Laufen mit je 1.000.000 Generationen durchgefiihrt. Von den resultierenden Baumen wurden
10% als Burn-in verworfen. Uber den Asten finden sich die Posterioriwahrscheinlichkeiten. Die Astlangen
reprasentieren die erwartete Menge an substituierten Alignmentpositionen entsprechend der Maf3stabsleiste am
unteren Bildrand.
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[— Dyckia remotiflora FK0068
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[— Dyckia leptostachya (cf ) FKO1 15
— Dyckia spec. FK0116
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[ Encholirium spec. FK0125
[— Dyckia distachya FK0126

[——— Dyckia dissitiflora FK0141

— Dyckia randldentata K0183

[— Dyckia delicata FK01

[— Dyckia pectinata FK0188

[— Dyckia paraensis FK0190

[— Dyckia lunaris FK0193

[ Dyckia rojasii FK0195
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[ Dyckia tuberosa (aff& FK0206

— Dyckia densiflora

— Dyckia jonesiana FK021

Encholirium horridum FK0070

0,88 1 Deuterooohnla glandulosa FK0072
— Deuterocohnla brevifolia FK0074
euterocohnia (cf.) haumann FK0075

0,96 Fosterella albicans FK011

0,9

ilis FKO118
Fostereﬁa villosula FK0076
Fosterella

1 0.4 0,98 Pitcairnia pipenbringii FK0085

0077
Fosterella pendullflora FKO0081

Pitcairnia feliciana FK0119
Pitcairnia heterophylla FK0083
Pitcairnia pungens FK0084

e I — Pu%/a ferruginea FK0082
Puya herzogii FK012

0.2

Pitcairnia fuertesii FK0120

Anhang 16: Einzelner plastidarer Locus: rps16-Intron: Bayes'sche Analyse

Gezeigt ist der 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus einer Analyse mit MrBayes 3.2.1. Die Analyse wurde in
zwei unabhangigen Laufen mit je 1.000.000 Generationen durchgefiihrt. Von den resultierenden Baumen wurden
10% als Burn-in verworfen. Uber den Asten finden sich die Posterioriwahrscheinlichkeiten. Die Astlangen
reprasentieren die erwartete Menge an substituierten Alignmentpositionen entsprechend der Maf3stabsleiste am

unteren Bildrand.
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— Dyckia microcalyx var. indet FK0O009
[~ Dyckia tobatiensis FK0018
— Dyckla ferox FK0020
[ Dyckia ferox FK0027
[ Dyckia vestita FK0032
[~ Dyckia spec. FK0049
[ Dyckia microcalyx (cf.) FKO051
[ Dyckia microcall x K 054
Dyckia ferox F|
[~ Dyckia vestita FKO1 09
Dyckia niederleinii FK0110
Dyckia microcalyx FK0111
Dyckia tomentella FK011
Dyckia leptostachya (cf.) FK01 15
[ Dyckia spec. FK011
[ Dyckia distachya FK0126
— Dyckia rojasii FK0195
Dyckia aurea FK0194
Dyckia platyphylla FK0209
Dyckia estevesii var. braunii nom. nud. FK0004
Dyckia lindevaldae FK0019
Dyckia braunii FK004:
Dyckia leptostachya aff FK0016
0,71 Dyckia pumila (aff.) FK0017
Dyckia |leptostachya &aff.) FK0035
Dyckia leptostachya
Dyckia grandidentata FK01 83
0,78 Dyckia dawsonii FK0043
. Dyckia cinerea FK0047
Dyckia lunaris FK0193
| 0.9 — Dyckiamirandiana FK0202
Dyckia espiritosantensis FK0207
Dyckia estevesii FKO001
yckia estevesii FKO005
— Dyckia velascana FK0006
[ Dyckia %anmogulenﬂs FK0007
— Dyckna revifolia (aff.) FK0010
I Dyckia remotiflora var. indet FK0011
[ Dyckia ursina FK0012
[ Dyckia hebdingii FK0013
[ Encholirium spec. FK0014
— D ckia remotiflora var. indet FK0015
yckia choristaminea FK0021
— Dyckia spec. K0023
I~ Dyckia spec. FK002:
%yckla ibiramensis (aff ? FK0025
ckia marnier-lapostollei var. marnier-lapostollei FK0029
— Dyckla marnier-lapostollei var. estevesii FKO030
[ Dyckia goehringii
[~ Dyckia estevesii FKO033
— Dyckia saxatilis FKO036
[~ Dyckia hebdingii FK0038
[ Dyckia rariflora FK0039
[ Dyckia choristaminea FK0040
[ Dyckia beateae FK0044
[ Dyckia brachyphylla FK0045
[ Dyckia reitzii (aff.) FKO050
[ Dyckia floribunda FK0052
[ Dyckia remotiflora FK0055
[ Dyckia brevifolia FK0067
[ Dyckia remotiflora FK0068
[~ Encholirium horridum FK0070
[ Encholirium spec. FK0078
— Encholirium spec. FK0079
[ Encholirium spec. FK0080
I— Dyckia spec. FK0086
[ Dyckia maracasensis FK0087
[ Dyckia monticola FK0088
[~ Dyckia ursina FK0089
%rckua ferruginea FK0090
ckia beateae FK0091
Dyckla maritima FK0092
Dyckia pumila FK0093
Dyckia fosteriana FK0094
Dyckia encholirioides FK0095
Dyckia milagrensis FK0096
Dyckia pernambucana FK0097
Dyckia pernambucana FK0098
[~ Dyckia macedoi FKO099
— Dyckia macedoi FK0100
[ Dyckia macedoi FK0101
I Dyckia macedoi FK0102
— Dyckia niederleinii FK0103
[ Dyckia velascana FK0104
[~ Dyckia velascana FK0105
yckia velascana (cf. FK0106
— Dyckla floribunda FKO1
[ Dyckia ﬂonbunda FK01 08
I Dyckia hebdingii FKO1
[ Dyckia maritima FKO1 13
[ Encholirium magalhaesu FK0122
I Encholirium erectiflorum FK0123
[ Encholirium maximum FK0124
D ckia dissitiflora FK0141
yckia delicata FK0184
I Dyckia pectinata FK0188
091 [ Dyckia machrisiana FK0189
[ Dyckia paraensis FK0190
[ Dyckia nana FK0191
[ Dyckia secunda FK0192
[ Dyckia pulquinenses FK0199
— Dyckia tuberosa @ﬁg FK0206
D ckia densiflora FK02
yckia jonesiana FK0217
I Dyckia elisabethae FK0219
— Gen. nov. spec. nov. FK0257
[ Deuterocohnia brevis |cata FK0071
[ Deuterocohnia meziana FK0073
— Encholirium spec. FK0125
0.9 [ Fosterella villosula FK0076
0.7 Fosterella weddelliana FK0077
0,84 - Fosterella pendulifiora FK0081
Fosterella albicans FKO117
Festere% spectabilis FK0118
0 Deuterocohnia brevifolia FK0074
Deuterocohnia (cf.) haumanii FK0075
Deuterocohnia glandulosa FK0072
0_‘:P|(ca|rnla heterophylla FK008:
Pitcairnia pungens FK0084
— r%/a ferruginea FK0082
[ Pitcaimia %)(enbnngu FK0085
Pitcairnia feliciana
Pitcairnia fuertesii FK0120
Puya herzogii FK0121

0,8:

N

0,82

0,7

1 0,89

0.3

Anhang 17: Einzelner plastidarer Locus: petD-Intron: Bayes'sche Analyse

Gezeigt ist der 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus einer Analyse mit MrBayes 3.2.1. Die Analyse wurde in
zwei unabhangigen Laufen mit je 1.000.000 Generationen durchgefiihrt. Von den resultierenden Baumen wurden
10% als Burn-in verworfen. Uber den Asten finden sich die Posterioriwahrscheinlichkeiten. Die Astlangen
reprasentieren die erwartete Menge an substituierten Alignmentpositionen entsprechend der Maf3stabsleiste am
unteren Bildrand.
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ﬂ: Dyckia pernambucana FK0097
Dyckia pernambucana FK0098

[ Dyckia granmogulen3|s FK0007
0,68 yckia maracasensis FK0087
Dyckla milagrensis FK0096
[ Dyckia dissitiflora FK0141

[ Dyckia nana FK0191
— Dyckia secunda FK0192

Dyckia vestita FK0032

0,75 yckia ferox FK0056
Dyckia vestita FK0109
Dyckia tomentella FKO114

0,96 Dyckia ursina FK0012

yckia spec. FK0023
Dyckia spec. FK0024
[I)Dyckla brevifolia (a &(ff(g FK0010
ckia rariflora
Dyckia remotiflora FK0068
0,75 Dyckia mirandiana FK0202
Dyckia espiritosantensis FK0207
— Dyckia estevesii FKO001
[~ Dyckia estevesii var. braunii nom. nud. FK0004
— Dyckia estevesii FKO005
[ Dyckia velascana FK0006
— Dyckia microcalyx var. indet FKO0O09
[ Dyckia remotlﬂora var indet FK0011
— Dyckia hebdingii F
— Dyckia remotiflora var |ndet FKO0015
I Dyckia leptosta a# 2)FKO 16
— Dyckla pumila (; K0017
[~ Dyckia tobatiensis FK0018
[ Dyckia lindevaldae FK0019
[ Dyckia ferox FK0020
[ Dyckia choristaminea FK0021
[ Dyckia ibiramensis (aff.) FK0025
[ Dyckia ferox FK0027
[— Dyckia marnier-lapostollei var. marnier-lapostollei FK0029
—— Dyckia marnier-lapostollei var. estevesii FKO030
I~ Dyckia goehringii FK0031
[ Dyckia estevesii FK0033
[ Dyckia leptostachya (aff.) FKO035
— Dyckia saxatilis FKO036
— Dyckia hebdingii FK0038
[ Dyckia choristaminea FK0040
[ Dyckia braunii FK0042
[ Dyckia dawsonu FK0043
[ Dyckia beateae F
— Dyckia brachyphi/(la FK0045
— Dyckia cinerea F
[ Dyckia spec. FK0049
[ Dyckia reitzii (aff ) FK0050
[— Dyckia microcal éd ) FK0051
[ Dyckia ﬂonbun 052
— Dyckia Ieptostachya FK0053
[~ Dyckia microcalyx FK0054
058 D))/’ckla remotlﬂog FK0055
[ Dyckia brevifolia FKOO67
— Dyckia spec. FK0086
[ Dyckia monticola FK0088
yckia ursina FK0089
Dyckia ferruglnea FKOOQO
yckia beateae FK
ckia maritima FK0092
yckia pumila FK0093
yckia fosteriana FK0094

Dyckia macedoi FK0100
Dyckia macedoi FK0101
Dyckia macedoi FK0102

yckia niederleinii FK0103
[~ Dyckia velascana FK0104
[ Dyckia velascana FK0105
[ Dyckia velascana (cf.) FK0106
[ Dyckia floribunda FK0107
0,86 | Dyckia floribunda FK0108

- [ Dyckia niederleinii FKO110
[~ Dyckia microcalyx FK0111
I Dyckia hebdingii FK01 12
[ Dyckia maritima FKI
— Dyckla Ieptostachyaécf ) FKO0115
| Dyckia spec.
[ Dyckia dlstachya FKO0126
E—— JC ia grandidentata FK0183
— Dyckia delicata FK0184
— Dyckia pectinata FK0188
[—— Dyckia machrisiana FK0189
[———— Dyckia paraensis FK0190
[ Dyckia lunaris FK0193
— Dyckia aurea FK0194
[ Dyckia rojasii FK0195
— Dyckia Pulqulnenses FK0199
— Dyckia tuberosa (aff.) FK0206
| Dyckia platyphylla FK0209
| Dyckia densiflora FK0213
I~ Dyckia jonesiana FK0217
— Dyckia elisabethae FK0219
Encholirium horridum FK0070

0,88 Deuterocohnia brevispicata FK0071
Deuterocohnia meziana FK0073
1 —|—0 94 Encholirium eéectlﬂorum FK0123
en

nov. spec. nov. FK0257
[ Encholirium spec. FK0014
— Encholirium spec. FK0078
[ Encholirium spec. FK0079
[ Encholirium spec. FK0080
— Encholiium magalhaesii FK0122
0,94 [ Encholirium maximum FK0124

Encholirium spec. FK0125
1 Deuterocohnia glandulosa FK0072
%mcohma brevifolia FKO074
Deuterocohnia (cf.) haumanii FK0075
Pitcaimiagefigiana FK0119
Fosterella villosula FK0076

0,91 Fosterella weddelliana FK0077

1 1 0, Fosterella albicans FK0117
| Fosterella spectabilis FK0118

Fosterella penduliflora FK0081
_|: Pitcairnia heteroph Ila FK0083
— Pitcairnia pungens

1 calrnla pipenbringii FK0085
Pitcairnia fuertesu FK012
_|_— uya ferruginea FK0082
Puya herzogii FK0121

03

Anhang 18: Einzelner plastidarer Locus: trnD-trnT: Bayes'sche Analyse

Gezeigt ist der 50% Majority Rule-Konsensusbaum aus einer Analyse mit MrBayes 3.2.1. Die Analyse wurde in
zwei unabhangigen Laufen mit je 1.000.000 Generationen durchgefiihrt. Von den resultierenden Baumen wurden
10% als Burn-in verworfen. Uber den Asten finden sich die Posterioriwahrscheinlichkeiten. Die Astlangen
reprasentieren die erwartete Menge an substituierten Alignmentpositionen entsprechend der Maf3stabsleiste am
unteren Bildrand.
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Anhang 19: Detaillierte Ergebnisse der cpSSR-Analyse

Fir jede Akzession wurden 12 verschiedene cpSSR-Loci untersucht. Hinter den Artnamen sind die jeweiligen
DNA-Nummern vermerkt (FK-Nummern entsprechend Tabelle 1). BT- und D-Nummern verweisen auf nicht im
Rahmen der vorliegenden Arbeit isolierte Proben (Details vgl. Krapp et al. 2012). Angegeben sind jeweils die
absolute Fragmentlange und in Klammern die vermutliche Zahl der Mononukleotid-Wiederholungen. Letztere
wurde jeweils durch Re-Sequenzierung der PCR-Produkte fir D. pernambucana (FK0178) und Vergleich der
absoluten Fragmentlangen abgeschatzt. Fehlgeschlagene PCR sind mit einem n markiert.

DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR-

Akzession L01 L04 LO6  NO1  NO4 NO5 NO7 N10 N11__ N15  N16 _ N18
Ananas ananasoides (BT27) 70(9) | 95(10)] 73(9) |98 (10) | n | 82(9) | 72(11)] 82(13)] n |63 (10) |89 (12) | 64 (16)
Deuterocohnia brevispicata (FK0071) 74 (13) | 94(9)  72(8) 1100 (12)| 85(9) | 82(9) | 77 (16) 79 (10) | 93 (11) 63 (10) | 86(9) 61 (13)
Deuterocohnia glandulosa (FK0072) 74(13) 94(9)  n | 99(11)| n | 82(9) | n  79(10) 92(10) 76(23) n n

Dyckia beateae (FK0044) 73 (12) | 94 (9) 77 (13) 104 (16) 89 (13) | 85 (12) 74 (13) 80 (11)| 96 (14) 65 (12) | 90 (13) 71 (23)
Dyckia beateae (FK0091) 72(11) | 94 (9) 79 (15) 103 (15) 90 (14) | 85 (12) | 76 (15) 81(12)| n 64 (11) | 91 (14) 63 (15)
Dyckia brachyphylla (FK0045) 73 (12) | 94 (9) | 77 (13) 102 (14) 93 (17) | 85 (12) 75 (14) 79 (10) | 98 (16) 65 (12) | 90 (13) 69 (21)
Dyckia braunii (FK0042) 73(12) | 94 (9) 75 (11) 102 (14) 90 (14) | 85 (12) | 75 (14) 79 (10) | 93 (11) 65 (12) | 90 (13) 66 (18)
Dyckia brevifolia (aff,) (FK0010) 72 (11) | 97 (12) 75 (11) 102 (14)| 88 (12) | 85 (12) | 75 (14) 79 (10) | 94 (12) 65 (12) | 88 (1) 65 (17)
Dyckia brevifolia (FK0067) 72 (11) | 94 (9) 75 (11) 105 (17) 88 (12) | 86 (13) | 74 (13) 80 (11) | 96 (14) 67 (14) | 90 (13) 69 (21)
Dyckia choristaminea (FK0021) 70(9) | 97 (12) 76 (12) 101 (13) 92 (16) | 85 (12) | 72 (11) 79 (10) | 95 (13) 65 (12) | 89 (12) 65 (17)
Dyckia choristaminea (FK0040) 70 (9) | 97 (12) | 76 (12) 101 (13) 92 (16) | 85 (12) | 72 (11) | 79 (10) | 95 (13) 65 (12) | 89 (12) 65 (17)
Dyckia cinerea (FK0047) 72 (11) | 95 (10) 77 (13) | 104 (16) 91 (15) | 86 (13) | 75 (14) 81 (12) | 97 (15) 64 (11) | 90 (13) 67 (19)
Dyckia dawsonii (FK0043) 71(10) | 95 (10) | 76 (12) 102 (14)| 91 (15) | 86 (13) | 74 (13) | 81 (12) | 96 (14) 64 (11) | 89 (12) 65 (17)
Dyckia dissitifiora Pop. 01 (FK0O141) 73 (12) | 98 (13) 79 (15) 102 (14) 91 (15) | 86 (13) | 74 (13) 81 (12) | 99 (17) 65 (12) | 90 (13) 68 (20)
Dyckia dissitifiora Pop. 01 (FK0143) 73 (12) | 98 (13) 79 (15) 102 (14)| 91 (15) | 86 (13) | 74 (13) | 81 (12) | 99 (17) 65 (12) | 90 (13) 68 (20)
Dyckia dissitifiora Pop. 01 (FK0145) 73 (12) | 98 (13) 79 (15) 102 (14) 91 (15) | 86 (13) | 74 (13) 81(12)| n 65 (12) | 90 (13) 68 (20)
Dyckia dissitiflora Pop. 01 (D39) 73 (12) | 98 (13) 79 (15) 102 (14)| 91 (15) | 86 (13) | 74 (13) | 81 (12) | 99 (17) 65 (12) | 90 (13) 68 (20)
Dyckia dissitiflora Pop. 02 (FK0147) 73 (12) | 98 (13) 80 (16) 102 (14)| 91 (15) | 86 (13) | 74 (13) | 79 (10) |100 (18) 65 (12) | 90 (13) 72 (24)
Dyckia dissitiflora Pop. 02 (FK0148) 74 (13) | 98 (13) 79 (15) |102 (14) 91 (15) | 86 (13) 74 (13) 79 (10) | 96 (14) 65 (12) | 90 (13) 73 (25)
Dyckia dissitiflora Pop. 02 (FK0149) 74 (13) | 98 (13) 79 (15) 102 (14) 91 (15) | 86 (13) | 74 (13) | 79 (10) | 96 (14) 65 (12) | 90 (13) 73 (25)
Dyckia dissitiflora Pop. 02 (FK0150) 74 (13) | 98 (13) 79 (15) 102 (14)| 91 (15) | 86 (13) | 74 (13) 79 (10) | 96 (14) 65 (12) | 90 (13) 73 (25)
Dyckia dissitiflora Pop. 03 (FK0153) 73 (12) | 98 (13) 79 (15) 102 (14)| 91 (15) | 86 (13) | 74 (13) | 81 (12) | 99 (17) 65 (12) | 90 (13) 68 (20)
Dyckia dissitiflora Pop. 03 (FK0154) 74 (13) | 98 (13) 80 (16) |102 (14) 91 (15) | 86 (13) 74 (13) 79(10)| n  65(12) | 90 (13) 72 (24)
Dyckia dissitiflora Pop. 03 (FK0155) 74 (13) | 98 (13) 79 (15) |102 (14) 91 (15) | 86 (13) 74 (13) 81 (12) | 99 (17) 65 (12) | 90 (13) 72 (24)
Dyckia dissitiflora Pop. 03 (FK0156) 73 (12) | 98 (13) 79 (15) |102 (14) 91 (15) | 86 (13) 74 (13) 81 (12)| 99 (17) 65 (12) | 90 (13) 68 (20)
Dyckia encholirioides (FK0095) 71(10)| 94(9)  n  |103(15) 91 (15) 85(12) 73 (12) 80(11)| n  64(11) 89 (12) 63 (15)
Dyckia estevesii (FK0001) 74 (13) | 94 (9) 80 (16) 102 (14) 94 (18) | 86 (13) | 75 (14) 79 (10) | 97 (15) 65 (12) | 91 (14) 63 (15)
Dyckia estevesii (FK0005) 74 (13) | 94 (9) 80 (16) |102 (14) 94 (18) | 86 (13) 75 (14) 79 (10) | 97 (15) 65 (12) | 91 (14) 63 (15)
Dyckia estevesii (FK0033) 71(10) | 95 (10) | 76 (12) |101 (13) 91 (15) | 85 (12) | 74 (13) 80 (11) | 97 (15) 65 (12) | 88 (11) 66 (18)
Dyckia estevesii var. braunii nom. nud. (FK0004) 75 (14) | 94 (9) | 78 (14) 101 (13) 90 (14) | 85 (12) 76 (15) 79 (10) | 95 (13) 65 (12) | 90 (13) 67 (19)
Dyckia ferox (FK0020) 77 (16) | 94 (9) 76 (12) 109 (21) 94 (18) | 86 (13) | 72 (11) 80 (11) 102 (20) 66 (13) | 88 (1) 71 (23)
Dyckia ferox (FK0027) 77 (16) | 94 (9) 76 (12) 101 (13) 92 (16) | 86 (13) | 72 (11) 79 (10) 101 (19) 66 (13) | 88 (1) 69 (21)
Dyckia ferox (FK0056) 78 (17) | 94 (9) 77 (13) 105 (17) 92 (16) | 87 (14) | 71 (10) 79 (10) 104 (22) 65 (12) | 89 (12) 66 (18)
Dyckia ferruginea (FK0090) 72 (11) | 97 (12) 75 (11) 103 (15)| 89 (13) | 86 (13) | 72 (11) 79 (10) | 95 (13) 63 (10) | 87 (10) 65 (17)
Dyckia floribunda (FK0052) 71(10) 94(9)  n |99 (11)| 91 (15)| 86 (13) | 74 (13) 79 (10) | 93 (11) 66 (13) | 89 (12) 62 (14)
Dyckia floribunda (FK0107) 71(10)| 94 (9) 75(11)102(14) n | 86(13) 73 (12) 79 (10) 93 (11) 66 (13) 88 (11) 62 (14)
Dyckia floribunda (FK0108) 71(10) | 94 (9) 74 (10) 103 (15) 91 (15) | 86 (13) | 74 (13) 79 (10) | 93 (11) 66 (13) | 88 (1) 62 (14)
Dyckia fosteriana (FK0094) 73 (12) | 95 (10) 79 (15) |100 (12)| 90 (14) | 87 (14) | 74 (13) 79 (10)| n 64 (11) 90 (13) 68 (20)
Dyckia goehringii (FK0031) 72 (11) | 95 (10) 82 (18) | 98 (10) | 89 (13) | 86 (13) | 73 (12) 79 (10) | 94 (12) 65 (12) | 89 (12) 65 (17)
Dyckia granmogulensis (FK0007) 72 (11) | 99 (14) | 78 (14) 104 (16)] 90 (14) | 86 (13) | 73 (12) 80 (11) |100 (18) 65 (12) | 90 (13) 67 (19)
Dyckia hebdingii (FK0013) 70(9) | 97 (12) | 76 (12) 101 (13) 93 (17) | 85 (12) | 73 (12) | 79 (10) | 95 (13) 65 (12) | 89 (12) 64 (16)
Dyckia hebdingii (FK0038) 70(9) | 97 (12) 76 (12) 101 (13) 93 (17) | 85 (12) | 73 (12) | 79 (10) | 95 (13) 65 (12) | 89 (12) 64 (16)
Dyckia hebdingii (FK0112) 70 (9) | 97 (12) | 76 (12) 101 (13) 93 (17) | 85 (12) 73 (12) | 79 (10) | 95 (13) 65 (12) | 89 (12) 64 (16)
Dyckia ibiramensis (aff.) (FK0025) 70(9) | 94 (9) 76 (12) 102 (14) 92 (16) | 85 (12) | 74 (13) 80 (11) | 99 (17) 65 (12) | 89 (12) 68 (20)
Dyckia leptostachya (aff.) (FK0016) 71(10) | 94 (9) | 76 (12) |103 (15) 88 (12) | 85 (12) 73 (12) 79 (10) | 96 (14) 64 (11) | 88 (11) 67 (19)
Dyckia leptostachya (aff.) (FK0035) 73(12) | 94 (9) 77 (13) 102 (14) 89 (13) | 85 (12) | 73 (12) 79 (10) | 96 (14) 65 (12) | 88 (1) 68 (20)
Dyckia leptostachya (cf.) (FK0115) 76 (15) | 94 (9) | 76 (12) 108 (20) 91 (15) | 86 (13) 72 (11) 79 (10) 102 (20) 66 (13) | 88 (11) 70 (22)
Dyckia leptostachya (FK0053) 75 (14) | 96 (11) | 75 (11) 101 (13)] 90 (14) | 86 (13) | 73 (12) 79 (10) | 95 (13) 64 (11) | 88 (1) 63 (15)
Dyckia limae Pop. 01 (D182) 74 (13) | 99 (14) 78 (14) [102 (14) 91 (15) | 85 (12) 74 (13) 79 (10) | 98 (16) 65 (12) | 90 (13) 62 (14)
Dyckia limae Pop. 01 (D183) 75 (14) | 99 (14) | 78 (14) 102 (14)| 91 (15) | 85 (12) | 74 (13) 79 (10) | 98 (16) 65 (12) | 90 (13) 66 (18)
Dyckia limae Pop. 01 (D185) 74 (13) | 99 (14) 78 (14) 102 (14)| 91 (15) | 86 (13) | 74 (13) 79 (10) | 98 (16) 65 (12) | 90 (13) 66 (18)
Dyckia limae Pop. 01 (D186) 74 (13) | 99 (14) 78 (14) [102 (14) 91 (15) | 86 (13) 74 (13) 79 (10) | 98 (16) 65 (12) | 90 (13) 62 (14)
Dyckia lindevaldae (FK0019) 73 (12) | 95 (10) | 79 (15) | 100 (12)| 90 (14) | 85 (12) | 75 (14) 79 (10) | 96 (14) 65 (12) | 91 (14) 65 (17)
Dyckia macedoi (FK0099) 73 (12) | 94 (9) 78 (14) 102 (14) 89 (13) | 84 (11) 74 (13) 79 (10) | 97 (15) 66 (13) | 90 (13) 68 (20)
Dyckia macedoi (FK0099) 72(11) | 94 (9) 78 (14) 102 (14) 89 (13) | 85 (12) | 74 (13) 79 (10) | 97 (15) 66 (13) | 90 (13) 68 (20)
Dyckia macedoi (FK0100) 72.(11) | 94 (9) 78 (14) 102 (14) 89 (13) | 85 (12) | 74 (13) 79 (10) | 97 (15) 66 (13) | 90 (13) 68 (20)
Dyckia macedoi (FKO101) 73 (12) | 94 (9) 79 (15) 102 (14) 90 (14) | 84 (11) | 74 (13) 79 (10) | 96 (14) 66 (13) | 90 (13) 68 (20)
Dyckia macedoi (FK0101) 72(11) | 94 (9) 79 (15) 102 (14) 90 (14) | 85 (12) | 74 (13) 79 (10) 96 (14) n | 90 (13) 68 (20)
Dyckia macedoi (FK0102) 72 (11) | 94 (9) | 79 (15) 102 (14)| 90 (14) 85 (12) | 74 (13) 79(10)| n n_ 90 (13) 68 (20)
Dyckia maracasensis (FK0087) 73 (12) | 98 (13) 79 (15) 101 (13)| 91 (15) 87 (14) 74 (13) 79(10) n n_90(13) 69 (21)
Dyckia maritima (FK0092) 71(10)| 94(9)  n n | 90(14)|85(12) 76(15) 79(10) n 64 (11)] 88 (11) 66 (18)
Dyckia maritima (FK0113) 72(11)| 94(9)  n 101 (13) 93 (17) | 85(12) | 72 (11) 79 (10) 94 (12) 66 (13) 90 (13) 67 (19)
Dyckia marnier-lapostollei var. estevesii (FK0030) 75 (14) | 94 (9) 77 (13) 102 (14) 87 (11) | 85 (12) | 74 (13) 79 (10) |100 (18) 64 (11) | 90 (13) 63 (15)
Dyckia marnier-lapostollei var. marnier-lapostollei (FK0029) | 74 (13) | 95 (10) | 77 (13) |102 (14) 87 (11) | 86 (13) | 74 (13) 79 (10) 99 (17) 65 (12) | 90 (13) 63 (15)
Dyckia microcalyx (cf.) (FK0051) 76 (15) | 94 (9) 75 (11) 104 (16) 94 (18) | 86 (13) | 72 (11) 80 (11) | 104 (22) 65 (12) | 88 (1) 69 (21)
Dyckia microcalyx (FK0054) 76 (15)| 94 (9) 75(11)102(14) n | 86(13) | 71 (10) 79 (10) 101 (19) 65 (12) | 88 (1) 65 (17)
Dyckia microcalyx (FK0111) 76 (15) | 94(9) 75(11)| n 94 (18) 86 (13) 72 (11) 80 (11) 104 (22) 65 (12) | 88 (11) 69 (21)
Dyckia microcalyx var. indet. (FK0009) 76 (15) | 94 (9) 75 (11) 102 (14)| 92 (16) | 86 (13) | 71 (10) | 79 (10) [101 (19) 65 (12) | 88 (1) 65 (17)
Dyckia milagrensis (FK0096) 73 (12) 1100 (15) 77 (13) |104 (16) 91 (15) | 87 (14) 73 (12) 81(12)| n  65(12) 89 (12) 66 (18)
Dyckia monticola (FK0088) 71(10) | 94 (9) 79 (15) | 104 (16) 90 (14) | 86 (13) | 74 (13) 80 (11) | 97 (15) 66 (13) | 90 (13) 64 (16)
Dyckia niederleinii (FK0103) 72 (1) | 94 (9) 75 (11) 103 (15) 91 (15) | 86 (13) 73 (12) 79 (10) | 96 (14) 66 (13) | 88 (11) 61 (13)
Dyckia niederleinii (FK0110) 76 (15) | 94 (9) | 76 (12) 101 (13) 91 (15) | 86 (13) 72 (11) 79 (10) 102 (20) 65 (12) | 88 (11) 69 (21)
Dyckia oligantha var. oligantha (?) (FK0036) 72 (11) | 94 (9) | 78 (14) 102 (14) 90 (14) | 86 (13) 76 (15) 79 (10) | 98 (16) 66 (13) | 91 (14) 69 (21)
Dyckia pernambucana (FK0097) 73(12) 97 (12)  n  102(14) 92 (16) | 86 (13) | 74 (13) 79 (10) | 98 (16) 65 (12) | 90 (13) 66 (18)
Dyckia pernambucana (FK0098) 73 (12) | 97 (12) 78 (14) 102 (14) 92 (16) | 86 (13) | 74 (13) 79(10)| n 65 (12) | 90 (13) 66 (18)
Dyckia pernambucana Pop. 01 (FKO171) 75 (14) | 99 (14) | 78 (14) |102 (14) 91 (15) | 85 (12) 74 (13) 79 (10) | 97 (15) 65 (12) | 90 (13) 66 (18)
Dyckia pernambucana Pop. 01 (FK0176) 75 (14) | 99 (14) 78 (14) |102 (14)| 91 (15) | 86 (13) | 74 (13) 79 (10) | 97 (15) 65 (12) | 90 (13) 66 (18)
Dyckia pernambucana Pop. 01 (D97) 75 (14) | 99 (14) | 78 (14) |102 (14) 91 (15) | 86 (13) 74 (13) 79 (10) | 97 (15) 65 (12) | 90 (13) 66 (18)
Dyckia pernambucana Pop. 01 (D98) 75 (14) | 99 (14) 78 (14) 102 (14) n | 86 (13) | 74 (13) 79 (10) | 97 (15) 65 (12) | 90 (13) 66 (18)
Dyckia pernambucana Pop. 02 (FK0178) 73 (12) | 97 (12) 78 (14) |102 (14)| 92 (16) | 86 (13) | 74 (13) 79 (10) | 98 (16) 65 (12) | 90 (13) 66 (18)
Dyckia pernambucana Pop. 02 (FK0180) 74 (13) | 97 (12) 78 (14) 102 (14) 92 (16) | 86 (13) | 74 (13) 79 (10) | 98 (16) 65 (12) | 90 (13) 66 (18)
Dyckia pernambucana Pop. 02 (FK0181) 74 (13) | 97 (12) 78 (14) 102 (14) 92 (16) | 86 (13) | 74 (13) 79 (10) | 98 (16) 65 (12) | 90 (13) 66 (18)
Dyckia pernambucana Pop. 02 (D-8A) 74 (13) | 97 (12) 78 (14) 102 (14) 92 (16) | 85 (12) | 74 (13) | 79 (10) 98 (16) 65 (12) 90 (13)| n

Dyckia pernambucana Pop. 03 (D161) 75 (14) | 98 (13) 78 (14) 102 (14)| 91 (15) | 86 (13) | 74 (13) 79 (10) | 98 (16) 65 (12) | 90 (13) 67 (19)
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DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR- DSSR-

Akzession LO1 L04 106 NO1T NO4 NO5 NO7 N10  N11_ N15  N16  N18
Dyckia pernambucana Pop. 03 (D162) 75 (14)] 98 (13) | 78 (14) [102 (14)] 91 (15) | 86 (13) | 74 (13) | 79 (10) ] 98 (16) | 65 (12) | 90 (13) | 67 (19)
Dyckia pernambucana Pop. 03 (D163) 75 (14) | 98 (13) 78 (14) |102 (14) 91 (15) 86 (13) | 74 (13) 79 (10)| 98 (16) 65 (12) | 90 (13) 67 (19)
Dyckia pernambucana Pop. 03 (D164) 75(14)| 98 (13) 78(14)| n 91 (15) 86(13) 74 (13) 79 (10)| 98 (16) 65(12) | 90 (13) 67 (19)
Dyckia pumila (aff.,) (FK0017) 71(10)| 94 (9) 73 (9) |100 (12) 98 (22) | 87 (14) | 74 (13) 80 (11) | 97 (15) 66 (13) | 89 (12) 65 (17)
Dyckia pumila (FK0093) 72 (11)| 96 (1) 77 (13) |101 (13) 91 (15) | 85 (12) | 74 (13) 81 (12) | 97 (15) 64 (11) | 88 (11) 66 (18)
Dyckia rarifiora (FK0039) 72 (1) | 97 (12) | 76 (12) |102 (14)| 88 (12) | 84 (11) | 75 (14) 79 (10) | 94 (12) 65 (12) | 88 (1) 65 (17)
Dyckia reitzii (aff) (FK0050) 71(10)| 94(9)  n  |104(16) 90 (14) 85 (12) 76 (15) 79 (10)| 96 (14) 64 (11) | 88 (11) 66 (18)
Dyckia remotifiora (FK0055) 72 (11) | 94 (9) 75 (11) 102 (14) 91 (15) | 86 (13) | 73 (12) 79 (10) | 94 (12) 66 (13) | 88 (11) 62 (14)
Dyckia remotifiora (FK0068) n 97 (12) | 76 (12) 102 (14) 88 (12) 84 (11)| 75 (14) 79 (10) | 94 (12) 65 (12) | 88 (11) 65 (17)
Dyckia remotifiora var. indet. (FK0011) 70 (9) | 95 (10) 76 (12) |101 (13) 92 (16) | 85 (12) | 73 (12) 80 (11) 95 (13) 65 (12) | 90 (13) 68 (20)
Dyckia remotifiora var. indet. (FK0015) 70(9) | 95 (10) 76 (12) 101 (13) 92 (16) | 85 (12) | 73 (12) 80 (11)| 95 (13) 65 (12) | 90 (13) 68 (20)
Dyckia spec. (Encholirium inerme) (FK0086) 70(9) | 94(9) 76 (12) 102 (14) 92 (16) | 85 (12) 74 (13) 80 (11) 99 (17) 65 (12) | 89 (12) 68 (20)
Dyckia spec. (FK0023) 72 (1) | 94 (9) 76 (12) 102 (14) 92 (16) | 87 (14) | 74 (13) 80 (11) | 95 (13) 67 (14) | 89 (12) 62 (14)
Dyckia spec. (FK0024) 71(10)| 94 (9) 74 (10) | 104 (16) 92 (16) 86 (13) | 74 (13) 80 (11)| 94 (12) 68 (15) | 88 (11) 62 (14)
Dyckia spec. (FK0049) 76 (15) | 95 (10) 76 (12) | 102 (14) 92 (16) | 86 (13) | 71(10) 79 (10) 101 (19) 66 (13) | 88 (11) 70 (22)
Dyckia spec. (FK0116) 72(11)| 94 (9) 76 (12) |106 (18) 92 (16) | 87 (14) | 73 (12) 80 (11) 101 (19) 65 (12) | 89 (12) | 68 (20)
Dyckia tobatiensis (FK0018) 72(11)| 94 (9) 76 (12) 106 (18) 92 (16) 87 (14) | 73 (12) 80 (11)| 99 (17) 65 (12) 89 (12) 68 (20)
Dyckia tomentella (FKO114) 78 (17)| 94 (9) 77 (13) |105 (17) 92 (16) | 87 (14) | 71 (10) 79 (10) 104 (22) 65 (12) | 89 (12) 62 (14)
Dyckia ursina (FK0012) 72(11)| 94 (9) 76 (12) 102 (14) 92 (16) 87 (14) | 74 (13) 80 (11)| 95 (13) 67 (14) | 89 (12) 62 (14)
Dyckia ursina (FK0089) 74 (13)| 94 (9) 79 (15) 103 (15) 91 (15) 87 (14) | 73 (12) 79 (10)| 97 (15) 65 (12) | 90 (13) 68 (20)
Dyckia velascana (cf.) (FK0106) 71(10)| 94 (9) | 76 (12) |104 (16) 92 (16) | 85 (12) | 74 (13) 80 (11)| 93 (1) 66 (13) | 88 (11) 62 (14)
Dyckia velascana (FK0006) 71(10)| 94 (9) | 75(11) 102 (14) 90 (14) | 86 (13) | 73 (12) 79 (10)| 94 (12) 66 (13) | 87 (10) 62 (14)
Dyckia velascana (FK0104) 72.(11)| 94 (9)  75(11) 103 (15) 91 (15) 86 (13) | 73 (12) 79 (10)| 96 (14) 66 (13) | 88 (11) 61 (13)
Dyckia velascana (FK0105) 72.(11)| 94 (9)  75(11) 103 (15) 91 (15) 86 (13) | 73 (12) 79 (10)| 96 (14) 66 (13) | 88 (11) 61 (13)
Dyckia vestita (FK0032) 78 (17)| 94 (9) 77 (13) |105 (17) 92 (16) | 87 (14) | 71(10) 79 (10) 104 (22) 65 (12) | 89 (12) 62 (14)
Dyckia vestita (FK0109) 78 (17)| 94 (9) 77 (13) 105 (17) 92 (16) | 87 (14) | 71(10) 79 (10) 104 (22) 65 (12) | 89 (12) 62 (14)
Encholirium erectifiorum (FK0123) n | 94(9)  74(10) 102 (14) 86 (10) 83 (10) 74 (13) 78(9) 91(9) 64 (11) 86(9) 65 (17)
Encholirium horridum (FK0070) 76 (15)| 96 (1) 74 (10) [101(13) n | 81(8) | 74 (13) 80 (11)| 95 (13) 62(9) | 87 (10) 66 (18)
Encholirium magalhaesii (crassiscapum) (FK0122) 81(20) | 98(13) 73(9) 102 (14) 92 (16) | 83 (10) | 72 (11) 79 (10) | 97 (15) 62(9) | 86(9) 64 (16)
Encholirium maximum (FK0124) 75 (14) | 94 (9) 75 (11)| 99 (1) | 85(9) | 83 (10) | 79 (18) 80 (11) | 92 (10) 64 (11) | 87 (10) 67 (19)
Encholirium spec. (Dyckia spec.) (FK0014) 76 (15) | 94 (9) 75 (11) 100 (12) 86 (10) 83 (10) | 77 (16) 78 (9) | 97 (15) 65(12) | 86(9) 62 (14)
Encholirium spec. (FK0078) 85(24) | 97 (12) 73(9) 101(13) 92 (16) | 83 (10) | 71 (10) 80 (11) | 96 (14) 63 (10) 86 (9) 63 (15)
Encholirium spec. (FK0079) 85 (24) | 98(13) 73(9) 101(13) 89 (13) | 83 (10) | 71 (10) 79 (10) | 96 (14) 62(9) | 86 (9) 64 (16)
Encholirium spec. (FK0080) 82(21) 97 (12) 73(9) 101(13) 92 (16) 83 (10) | 71 (10) 79 (10) | 94 (12) 62(9) | 86(9) 62 (14)
Encholirium spec. (FK0125) 76 (15) | 95 (10) 75 (11) |101 (13) 86 (10) | 84 (11) | 71(10) 78(9) | 98 (16) 63 (10) | 88 (11) 65 (17)
Fosterella villosula (FK0076) 70(9)  93(8) 73(9) |99(11) n | 81(®8) n | 79(10), n _ 60(7) | 87 (10) 61(13)
Fosterella weddelliana (FK0077) n 96(11) n_ 101(13) n  81(8) | n  80(11)]101(19) 61(8) | 87 (10) 61 (13)
Gen. nov. (Graca Wanderley) N 96(11) 77 (13) 104 (16) 85(9) | 83(10) 79(18) 81(12) n 64 (11) 87 (10) 62 (14)
Hechtia caerula (BT49) 67(6) | 93(8) 73(9) 99(11) n | 83(10) 72(11) 81(12) 90(8) 65 (12) 91(14) 61(13)
Pitcairnia feliciana (FK0119) 65(4) | 93(8) 72(8) 98(10) n | 83(10) 73(12) 78(9) | n  63(10) 85(8) 60 (12)
Pitcairnia heterophylla (FK0083 (Pit_03)) N 94(9)  73(9) 100(12) n | 82(9) 73(12) 80(11) n  63(10) 88 (11) 62 (14)
Puya ferruginea (FK0082) 70(9) | 96(11) 72(8) |99(11) n | 86(13) 73(12) 81(12), n  63(10)| 86(9) 64 (16)
Puya herzogii (FK0121) n_ 98(13) 72(8) 102(14) n | 86(13) 73(12) 79(10) n  63(10) 87 (10) 63 (15)
Tillandsia usneoides (BT70) N 92(7)  72(8) 109(21) n 1 83(10) 72(11) 79(10) n 64 (11) 87 (10) 63 (15)
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