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Einleitung

A Einleitung

Die Aufkl&rung der Vewandischaftsbeziehungen zwischen Organismen i ene ganz
wesantliche Voraussstzung fir die Untersuchung der Evolution ihrer Merkmale, ihrer
historischen Verbreitung (zB. Dumolin-Lapégue et al., 1997; Ferris et al., 1998; Zhang et
al., 2001), ihrer ©kologischen Anpassungen (z.B. Quek et al., 2004) oder auch ihrer
Interaktionen mit anderen Organismen (Brouat et al., 2004; Feldhaar et al., 2003aa;
zB.Gagas et al.,, 1995). Als Ergdzung zu de traditiondlen morphologisch
taxonomischen Herangehensweise haben sch in den vergangenen zwe  Jehrzehnten vor
dlem molekulale Andysen auf DNA-Bass ds hilfrach ewiesen phylogenetische
Zusammenhange zu rekondruieren (Hillis, 1996). Molekulare Daten haben inzwischen zur
Aufkldrung  von  Vewandischeftsbeziehungen auf  dlen  taxonomischen  Ebenen
beigetragen, auch unterhalb der Artebene (Avise, 2000).

Macaranga THOUAR. (Euphorbiacese) it wetweit ene der grofden tropischen
Ponierbaumgeattungen.  Vide Arten diessr Gatung snd an das Leben mit Amesen
adaptiert, wobe Grad und Auspragung der Interaktion sehr unterschiedlich gedtatet sein
konnen (Sehe A.2.4). Das Verbretungsgebiet von Macaranga reicht von Westafrika Uber
Sid- und Sidogtasen bis zu den pazifischen Insdn, dledings haben sch nur im
didostasatischen Raum sogenannte  Myrmekophyten (echte  Amesenpflanzen, dehe A.l)
herausgebildet, die meis mit Arten der Amesengaitung Crematogaster vergesdlschaftet
|eben.

Da auf beiden Seten des Sysems zahireiche potentidle Partnerarten an der Interaktion
betelligt s8n konnen, ddlen Macaranga und Crematogaster en gut gesgnetes
Moddlsystem fir das Studium der Evolution der Myrmekophytie dar (Sehe A.1). Dafir ist
jedoch die Kenntnis der Phylogenie der beiden Patnerorganismen ene wichtige
Vorausseizung. Zu Beginn der vorliegenden Arbet Sanden bereits erse  molekulare
Stammbaume von Macaranga zur Vefigung, die auf Sequenzierungen der ITS-Region
der ribosomalen DNA, sowie RAPD-Fingerprinting und MikrosatdlitenrPCR (MP-PCR)
beruhten (Banfer, 1999; Blaitner et al., 2001, Davies et al., 2001). Diese Stammb&ume
unterdiitzten die These, dass die Myrmekophytie innerhadb von Macaranga mehrfach
unabhangig entdanden ig. Allerdings erwiesen dch die Arten der morphologisch und
Okologisch besonders vidfdtigen Sektion Pachystemon ds genetisch &ul3erst homogen und
wiesen z.T. identische ITS-Sequenzen auf. Die Arten dieser Sektion waren infolgedessen
indbesondere in den ITS- Sammbdumen nicht gut aufgdds.Es konnten zwar einzene
Artengruppen mit beiden Methoden identifiziet werden, die aer nur ene geringe
Satigtische Stitzung erfuhren.

Die im Rahmen der hier vorliegenden Arbet durchgefiihrten molekularsystematischen
Untersuchungen setzen an diesr Stdle an. Zur Klaung der Vewandtschaftsverhdtnisse
zwischen den myrmekophytischen Macaranga-Arten und zur Rekondruktion ener
Phylogenie der myrmekophytischen Sektionen wurden dabei zwe neue Wege
engexchlagen. Zum enen wurden AFLPs (“amplified fragment length polymorphiams’;
Vos et al., 1995) ds hochauflésende molekulare Markermethode fir Macaranga etabliert
und AFLP-Stammb&ume berechnet (deheA.3.2), zum anderen wurden Phylogenien und
genetische Netzwerke auf der Bads von DNA-Sequenzdaten ausgewahlter, varigbler
Chloroplasten-Loci berechnet (Sehe A.3.1).

Die durchgefihrten Andysen sollten insgesamt zu enem bessren Verddndnis von
Spezifitdéc und Diverstd der Myrmekophytie in dem untersuchten Macaranga-
Crematogaster-Sysdem im spezidlen, und der Rolle von myrmekophytischen Systemen fir
die Erhdtung der Artenvidfdt in tropischen Regenwddern im Allgemeinen beitragen.
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Einleitung

A.1 Ameisenpflanzen als Beispiel organismischer
Interaktionen

Eines der interessantesten Forschungsgebiete in der Natur i die Untersuchung des
Zusammenspidls verschiedener Organismen. In alen Okosysemen koexistieren Arten aus
haufig ganz  unterschiedlichen  taxonomischen  Gruppen, die in  zahlreichen
Wechsdbeziehungen zueinander stehen. Um  die Vorgange in  einem  Okosystem
nachvollziehen zu konnen, i es wichtig, nicht nur enzene Organismen zu betrachten,
sondern die Interaktion von verschiedenen Organismen zu versehen. Diese kann dabel nur
enem der Patner von Nutzen sain (zB. im Fdle von Parastismus und Réuber-Beute-
Bezichung) oder auch beiden (bzw. mehreren) Beedligten zum gegensdatigen Vortel
gereichen. Im letzteren Fdle spricht man von enem Mutudismus. Eine spezidle Form des
Mutudismus gdlt die Symbiose da. Be ene Symbiose leben zwe oder mehr
Organismen sehr eng zusammen, mest zum Vortel fir dle Patner. Es kann gch daba um
Lebens- oder auch Erndhrungsgemeinschaften handeln. Die hier dargelegten Definitionen
and nicht dlgemeingliitig, da insbesondere in der amerikanischen Literatur die Begriffe
»Mutudismus’ und ,, Symbiosg* haufig synonym verwendet werden.

Mutudigische und symbiotische Bezehungen findet man in dlen Organismengruppen. Zu
den bekannteren Beispiden gehtren die Wechsdwirkungen von Bakterien und vidlen
Schmetterlingsblitlern  (Fabaceae). In deren Wurzen  dtzen  Luftdickgtoff — fixierende
Knollchenbakterien, die es den Pflanzen ermdglichen, auch auf dickstoffarmen Habitaten
zu exidien. Ein weatees Begid i die Mykorrhiza, ene Symbiose  zwischen
Landpflanzen und Pilzen. Mehr ds 90% adler Landpflanzen bilden eine von mehrerer
bekannten Mykorrhiza-Varianten aus, zu den beedligten Pilzpatnen zéhlen vide unserer
Speise- und Giftpilze. Bei Hechten wiederum handdt es sch um eine Symbiose zwischen
énem Mykobionten (Pilzpatner) und enem, manchmad auch 2zwe  Photobionten
(Grindgen oder Cyanobakterien). Besonders haufig dnd mutudisische Beziehungen
zwischen Pflanzen und Tieren. Das wohl bekannteste Belspid in dieser Hindcht snd die
BlUten und ihre Bestauber.

Mutudigische ~ Wechsdbeziehungen, die mit mer oder  weniger  auffdligen
morphologischen Anpassungen einher gehen, kommen schlieldich auch zwischen Ameasen
und Pflanzen vor (Keeler, 1989). Die Vergesdlschaftung der beiden Partner kann dabe
sehr  unterschiedlicher Natur sein. Be manchen Pflanzen werden die Samen durch
Amesen ausgebreitet (Myrmekochorie, z.B. beim Lerchensporn, Corydalis). Hier dient
Nahrung in Form von fetthdtigen Samenanhangseln (Elaosomen) ds Lockmitte fir die
Amesen. Eine eher untergeordnete Rolle spidden Amesen be der Bestdubung, ua
aufgrund ihrer geringen Behaarung (Myrmekophilie). Manche Pflanzen locken Ameisen
durch das Présentieren von Nahrung an (z.B. extraflorden Nektar), was enen gewissen
Fraldschutz  dargellen kann  (Myrmekophyllaxis). So werden Fral¥einde der Pflanzen
(Raupen, Schnecken) haufig von Ameisen attackiert, die auf der Suche nach Nahrung auf
Pflanzen patrouillieren (Fda et al., 1994). Ein aus unseren Breiten bekanntes Bespid fir
solche Pflanzen gelt die Pfingstrose (Paeonia officinalis, Paeoniaceae) dar, deren
Blutenknospen stark von Ameisen frequentiert werden, um den dort angebotenen Nektar
aufzunehmen.

In den Tropen haben dSch neben den og, meg fakultaiven Vergesdlschaftungen
zwischen Amesen und Pflanzen im Laufe der Evolution auch hoch spezidiserte
Symbiosen entwickelt. Be diesen sogenannten  Ameisenpflanzen oder  Myrmekophyten
(Kedler, 1989) gdlen die Pflanzen den Amesen Wohnraum (sog. Domatien) in hohlen
Spross-, Blatt- oder Wurzdtelen zur Verfigung (Fida und Maschwitz, 1992; Weissflog et
al., 1999). Vide Amesenpflanzen bigten ihren Amesenpatnern dariiber hinaus auch
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Einleitung

Nahrung an, in der Regd in Form von extraflordem Nektar oder von spezidlen
Nahrkorperchen (Fida und Maschwitz, 1992; Hell et al., 1998). Im Gegenzug schiitzen die
Amesn ihre Wintspflanzen vor Herbivoren, und verbeilfen sogar die Ranken von
konkurrierenden Kletterpflanzen (Federle et al., 1997; Fda et al., 1989; Gaume und
McKey, 1998). Be Ameasenpflanzen der Gattung Macaranga wurde nachgewiesen, dass
ge das ,Mehr* an verbrauchten Ressourcen durch ene Reduktion des chemischen
Fral3schutzes zumindest teilweise wieder eingparen (Eck et al., 2001).

Eine spezidle Form von Myrmekophytie findet man be Amesenpflanzen, die unter sehr
néhrgoffamen  Bedingungen wachsen missen, wie es zum Begpid fur enige Epiphyten
der Fdl id. Be dieser ds Myrmekotrophie bezeichneten Art von Interaktion spidt Schutz
keine Rolle, und der Huss der Nahrdoffe geht in die entgegengesetzte Richtung: die
Myrmekophyten erhdten Stickstoff und Elektrolyte in Form  von  engetragenen
Pflanzenresten und tierischen Abfélen durch die assoziieten Ameisen. Myrmekotrophie
kommt z.B. be dem sidostasatischen Epiphyten Myrmecodia tuberosa (Rubiacese) vor
(sehe Kedler, 1989).

Bea der Mehrzahl der hochentwicketen Myrmekophyten-Gemeinschaften handdt es gch
um Symbiosen, deren Patner dleine nicht auf die Dauer exigieren konnen, oder
zumindest nicht zur Fortpflanzungsreife gdangen. Die Beratddlung von Wohnraum geht
daba med, aber nicht immer mit einer spezifischen AmeisenPflanzen-Beziehung enher.
Es gibt nur wenige Beiuide dafir, dass die Domatien von Amesenpflanzen auch durch
opportunisische  Ameisen unspezifisch beseddt werden (z.B. Macaranga caladiifolia;
Hdaet al., 1996; und Leonardoxa africana ssp. gracilicaulis, McKey, 2001).

Erhdten die Amesen Nahrung von den Pflanzen, so kann das auf verschiedene Art
geschehen. Ergtens gibt es Pflanzen, die den Amesen wassige Zuckerlésungen in Form
von extraflordem Nektar anbieten. Die Nektarien Stzen meis auf der Flache oder am
Rand von Laubblédtern, manchmd auch am Blatgid (Blithgen et al., 2000; Fida und
Maschwitz, 1991; Kedler, 1989). Eine zweite Moglichkeit besteht in der Produktion von
Zucker-, fett- oder proteinhatigen Nahrkorperchen, die zB. auf den Stipeln oder jungen
Blétern angeboten werden (Fida und Maschwitz, 1992; Hda et al., 1994; Hel et al.,
1998; Keder, 1989). Eine dritte Mdoglichket zur — dlerdings indirekten
Nahrungsversorgung symbictischer Ameisen besteht schlielich in der Einbeziehung von
Schildldusen (Cocciden) ds dritten Symbiosepartner (Blithgen et al., 2000; Heckroth et
al., 1998). Hierbe leben die Cocciden ebenfdls innerhalb der Domatien der Wirtspflanzen,
und die Amesen sammeln den von den Schildldusen abgegebenen Honigtau. Bel der
Mehrzahl  der obligat symbiotischen Myrmekophyten findet die Erndhrung fast
ausschliedich durch Nahrkorperchen (Federle und Rheindt, 2005; Fada und Maschwitz,
1992; Hell et al., 1998) und/oder durch Cocciden statt (Heckroth et al., 1998), wahrend
extraflorae Nektarien nur eine untergeordnete Rolle spielen.

Zur Ausbildung obligat symbiotischer Interaktionen im Rahmen der Myrmekophytie snd
gezidle Rahmerbedingungen nétig. Nur im  tropischen Klima, das keine ausgepréagte
Sasonditét aufweist und damit eine Nahrsoffproduktion wahrend des gesamten Jahres
erlaubt, kahn ene dauerhafte Nahrungsversorgung flr die Ameisen garantiet werden.
Bekannte Bespide fir myrmekophytische Beziehungen in den immergrinen Tropen
verschiedener Kontinente sind Cecropia-Bédume (Moracesg), assoziiet mit  Azteca-
Amesen in Sid- und Mittdamerika, Acacia-Arten, assoziiet mit Iridomyrmex in Afrika
und dem tropischen Amerika, oder Leonardoxa africana (Fabaceae), asoziiert mit
Aphomomyrmex afer bzw. Petalomyrmex phylax ebenfdls in Afrika In Sidostasen st
die Vergedlschaftung zwischen Macaranga (Euphorbiaceae) und Ameisen der Gattungen
Crematogaster bzw. Camponotus die an d&kden divedfiziete Form der
Myrmekophytie dar.
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Einleitung

In den letzten zwel Jahrzehnten wurde der Frage nach der Okologischen und evolutiven
Bedeutung myrmekophytischer Interaktionen intendv  nachgegangen. Untersuchungen  auf
der Pflanzensaite wurden u.a durchgefihrt an Macaranga (Federle et al., 1998; Fida et
al., 1989; Fda, 1996; Hel et al., 1999), Cecropia (Agrawa, 1998; Folgarait und
Davidson, 1995), Leonardoxa (Brouat et al., 2004; Chenuil und McKey, 1996; Gaume und
McKey, 1998) und Acacia (Hell und McKey, 2003; Hell et al., 2004). Studien auf der
Amesensaite beschéftigten dch mit den entsprechenden Partnerorganismen  aus den
Gattungen Crematogaster (Feldhaar et al., 2000; Feldhaar et al., 2003aa; 2003bb; Quek et
al., 2004), Azteca (Ayda et al., 1996) und Aphomomyrmex (Gaume et al., 2000).

Im Hintergrund solcher Untersuchungen steht oft die Frage, inwiewet zwischen den an der
Symbiose beteiligten Arten eine Koadaption/Koevolution dattgefunden hat oder gar ene
Kospezidion efolgt id. Eine wichtige Voraussstzung, um dieser Frage nachzugehen, it
ene klae taxonomische Zuordnung sowie die Aufklaung der Verwandischafts
beziehungen der beteligten Taxa Bisher gibt es nur wenige Untersuchungen in dieser
Richtung. Uberdies wurde mest nicht das ganze System betrachtet, sondern nur die
Phylogenie jewells eines Partners untersucht, so z.B. Ayda et al. (1996) fur Azteca spp.
Phylogenetische Andysen auf beiden Saten der myrmekophytischen Beziehungen wurden
bis zum Beginn der vorliegenden Arbet nur an zwe Sysemen durchgefihrt. Dabel
handdt es sch zum enen um die dfrikanische Art Leonardoxa africana und ihre
Symbionten (Brouat et al., 2001; Brouat et al., 2004; Chenuil und McKey, 1996; McKey,
2001), zum anderen um Macaranga und ihre Amesenpartner (Blattner et al., 2001;
Davies, 2001; Davies et al., 2001; Feldhaar et al., 2003aa; Quek et al., 2004). Macaranga
i mit der relaiv grofen Zahl von ca 30 myrmekophytischen Arten fir Grundsatzfragen
zur Kl&rung von obligaten Ameisen Pflanzen Beziehungen besonders gut geaignet.

Das wesentliche Zid der vorliegenden Arbet war die Aufklaung der Verwandt-
schaftsbeziehungen zwischen den myrmekophytischen Arten der Gattung Macaranga. Im
Folgenden wird néher vorgestdlt, was Uber die Biologie und Systematik dieser Gattung
bisher bekannt ig.

A.2 Macaranga THOUARS (Euphorbiaceae)

Zur Gattung Macaranga THOUARS (Euphorbiaceae) werden derzeit etwa 300 Arten und
Unterarten gerechnet. Etwa 50 Arten kommen in AfrikalMadagaskar vor, der Rest it im
tropischen Aden von Indien bis Neuguineg/Audrdien und enigen pazifischen Insan
verbratet. Es gibt zwel Diverstéaszentren der Gattung, eines davon ist Borneo, das andere
Neuguinea. Myrmekophyten kommen in den drel Sektionen Pachystemon, Pruinosae und
Winklerianae vor (Tabelle 1). Diese Sektionen haben ihre hochge Artenvidfat auf Borneo
entwickelt (Davies, 2001). Die sysemdtische Gliederung der Gettung ist revisons-
bedirftig, da die letzte Gesamtbearbeitung auf Pax und Hoffmann (1914) zurlickgeht und
damit vor vor nahezu 100 Jahren erfolgte.

A.2.1 Allgemeine Merkmale der Gattung

Alle Macaranga-Arten snd ditzische Baume oder Stréucher. Vide der Arten snd
charakteristisch fir gestorte Habitate und gellen sogenannte Pionierbédume dar. Die
Angpriiche an ihre Umwet snd sehr weltgefachert (Davies, 2001; Pax und Hoffmann,
1914; Whitmore, 1975). So findet man Macaranga-Arten in Prim&- sowie in
Sekundarwddern, auf trockenen ebenso wie feuchten und sdten auch auf ange-
schwemmten Boden (zB. M. hypoleuca). Einige Arten snd wet vebretet (z.B.
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M. tanarius, M. triloba, M. hypoleuca, M. hosei), andere kommen nur in sehr begrenzten
Gebieten vor und/oder wesen sehr  spezielle Habitatanspriche auf  (zB.  wéachst
M. calcicola nur auf Kakboden).

Trotz ihrer betréchtlichen morphologischen Diversitét weisen die Arten der Gattung enige
gemensame Mekmde auf. Die Blater dnd ungeelt oder handformig getellt und
schraubig angeordnet. Viele Arten bestzen gebliche, auf der Blatuntersate Stzende
Drisen, Uber deren Funktion bis jetzt nur wenig bekannt ist. Auf der Blattoberseite Stzen
haufig extraflorae Nektarien, die in Form und Anordnung typisch fir bestimmte Arten
sin komen. Manche Arten bestzen Néhrkorperchen, die hier auch Beccari’sche
Korperchen genannt werden und ads Beohnung fir Ameisen dienen (Keeler, 1989). Die
Nebenblédtter snd mes gro3 und unterschiedlich geformt. Die Infloreszenzen snd axillér
angeordnet, rispenformig oder traubig und vaiieren im Grad der Vezwegung. Die
engechlechtlichen Bliten dnd klein und unauffdlig. Die ménnlichen Blitengénde
bestehen aus Gruppen von 6 bis etwa 30 Bliten und snd von unterschiedlich gestdteten
Brakteolen mehr oder weniger dark eingeschlossen. Die Einzdbliten bestzen mest 1 bis
6, sdten auch mehr Staubgefd}e. Die weblichen Bliten stehen einzeln und bilden nach
efolgter Befruchtung Kapsdfrichte aus, die driisige Anhdnge haben konnen. Die Samen
snd von enem megd auffdlig gefabten Arillus umgeben, was auf ene madgliche
Ausbraitung durch Vogd hinwe .
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Tabdle 1: Vorkommen und Verbreitung von Macaranga-Arten im slidostasiatischen Raum. Die Arten
sind nach Sektionen bzw. Artengruppen gegliedert. Die Sektionszuordnungen folgen Uberwiegend den
Angaben von Davies (2001) und Whitmore (1975). Taxa, die im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit nicht
in die Untersuchungen einbezogen wurden bzw. werden konnten, sind mit einem * markiert. Bei den Taxa
M. spec. A, B, C und D handelt es sich um noch nicht beschriebene Taxa, bzw. potentielle Hybriden. Das
Habitat und Vorkommen konnte nicht bei allen Taxa angegeben werden, weil entsprechende Untersuchungen

fehlen. Abkirzungen:

(@) Verbreitungsangaben: AU=Austrdien, B=Borneo, Ba=Bangka, Br=Brunei,

I=Indien, IC=Indochina, J=Java, M=Westmalaysia, OK=Ostkalimantan S=Sumatra, Sb=Sabah, Sr=Sarawak,
Si=Singapur, Su=Sulawesi T=Thailand, WK=Westkalimantan, ZK=Zentralkalimantan. (b) Habitatpréferenz:
P=Priméarwald, S=Sekundarwald, D=stark gestérter Standort; (c) Hohenlage: L=Tiefland, SM=submontan,

M=montan
Art Verbreitung Habitat Vorkommen
Sektion Adenoceras RCHB.F. & ZOLL. EXBAILL.
M. endertii WHITMORE * B (OK) P L, SM; oft kalkig
denticulata-Gruppe
M. denticulata (BLUME) MULL. ARG. M,S T,J
M. indica WIGHT M, T,I,IC
Sektion Javanicae PAX & HOFFM.
M. costulata PAX & HOFFM. B (SK) P, S M
M. heynei .M. JOHNSTON M, S
M. javanica (BLUME) MULL. ARG. S, J Ba P
M. kinabaluensis AIRY SHAW B P SM, M
M. spathicalyx WHITMORE & S.JDAVIES B
Sektion Pachystemon (BLUME) MULL. ARG.
M. aétheadenia AIRY SHAW B (Br, Sr, OK) P, S D L
M. angulata S. J. Davies B (Br, Sb, &) P, D SM, M
M. ashtonii S. J. DAVIES B (Sh, &) M
M. bancana (M1Q.) MUELL. ARG. T, PM, Ba, Li, Si, Su, B (Br, western Sh, Sr, OK) P, S,D L, trocken
M. beccariana MERRILL B (Br, Sb, Sr, Z-., O- and WK) P,S,D L,SM
M. caladiifolia BECC. B (Sr, WK) P L, Kerangas
M. calcicola AIRY HAW B (Bauin S) L, Kak
M. congtricta T. C. WHITMORE & AIRY SHAW * PM (Pahang, Terengganu) L, trocken
M. curtisii HOOK. F. PM (Penang), Su, T, J P M
var. glabra T. C. WHITMORE PM P SM, M
M. depressa (MUELL. ARG.) MUELL. ARG. B (zK, SK, ), Su, Ba P, S SM, M
f. glabra T. C. WHITMORE B (Ost-D, S) P, S L,SM
f. strigosa T. C. WHITMORE B (Z-., O- and WK, Sr) P, S L, SM, Sumpf
M. glandibracteolata S. J. DAVIES B (6stlich der Crocker Range Sb, OK) P, S D L
M. griffithiana MUELL. ARG La PM, S, PT, sudlichesV P, D L, Sumpfwald
M. havilandii AIRY SHAW B (Br, Sr) P L, nahrstoffarm
M. hullettii KING, EX HOOK. F. PM, Si, PT, B (not Sh) P, S L, SM, M
M. hypoleuca (REICHB. F. & ZOLL.) MULL. ARG. PM, B (Br, O-, Z-, WK, Sh, Sr), Su, Si, PT S SM, M
M. indistincta T. C. WHITMORE B (Sb ¢stlich der Crocker Range, OK in Kutai) P, S L,SM
M. kingii HOOK. F. * PM (Johor), B (Sr), Su P? L, feucht
M. lamellata T. C. WHITMORE B (Br, Z-., O- und WK, Sb, Sr) P L, oft auf Sandstein
M. motleyana (MUELL. ARG.) MUELL. ARG. B (Z-, O-, SK, ostliches Sh, westliches Sr) P L
M. petanostyla AIRY SHAW B (Sh) S M
M. puncticulata GAGE B (OK) PM P L, Sumpf
M. rostrata HEINE B (Sb; Sr Kelahit Highlands) P, S ™
M. sarcocarpa AIRY SHAW B (Kuching Sr)
M. spec. A B (Sh)
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Art Verbreitung Habitat Vorkommen
M. spec. B B (Sh)
M. spec. C B (Br) S L?
M. spec. D B (Penrissen Sr) S
M. trachyphylla AIRY SHAW B (Sh, Sr, Br) P, S L, eher trocken
M. triloba (BL.) MUELL. ARG. S, of T, PT PM, Su, J, Ba, Ph P, S L
M. umbrosa S. J. DAVIES B (Sr, Br) P L, nahrstoffreich
M. velutina (REICHB. F. & ZOLL.) MULL. ARG. B (Sidwest- Sr, K), Ba, Su S D SM?
M. velutiniflora SJDAVIES* B ( Sr, WK) P, S D L, SM
Sektion Pruinosae PAXUND HOFFM.
M. gigantea (REICHB. F. & ZOLL.) MULL.ARG. B (Br, Sb, Sr, Z-., O-, W- und SK), PT,PM,Ba Su,JP, D SM, M, oft sandig
M. hosel KING EX HOOK. F. B (Br, Sr, Z-., O-, S und WK), PT and Maayisa, Su P, S, D L
M. pearsonii MERR. B (Sb, O- und SK) P, S D L, trocken
M. pentaloba S.JDAVIES* B (Sn) M
M. pruinosa (M1Q.) MUELL. ARG. B (Sr, Z-., O- und WK), PM, PT, Riau, Su, Ba P, S L, Sumpfwald
M. puberula HEINE B (Br, Sb, &) P, D SM, Sumpfwald
M. rufescensS. J. DAVIES B (Br, &) L
M. siamensis S. J. DAVIES T (ohne Halbinsel) C S
Sektion Pseudo-Rottlera (REICHB. F. & ZOLL.) PAX & HOFFM.
M. ancepsAIRY SHAW * Simalur Island

subsp. puncticulata WHITMORE * B (S) S L
M. baccaureifolia AIRY SHAW * B (SB) P (S L
M. brevipetiolata AIRY SHAW * B (OK, SB, SR) P, S L
M. lowii King ex Hook.f. B,M,T,S,PH P, (9 SM, M

var. kostermansii AIRY SHAW B (OK) P, (S L; trocken
M. praestans AIRY SHAW B( P L
M. rarispina WHITMORE B P
M. repando-dentata AIRY SHAW B P L
M. strigosissima AIRY SHAW * B (S) P L
Semiglobosae PAX & HOFFM.
M. semiglobosa J.J.SVITH * S J
Sektion Stachyella (MIQ.) PAX & HOFFM.
M. conifera (ZoLL.) MULL. ARG. B,M, S Su P, S, D SM, M
M. diepenhorstii (M1Q.) MULL. ARG. M,S
M. recurvata GAGE B, M P, S L; Sumpf
Sektion Tanarius AIRY SHAW
M. tanarius(L.) MULL. ARG. I -Au D SM, M,
Sektion Trichocarpae AIRY SHAW
M. trichocarpa (REICHB.F. & ZOLL.) MULL. ARG B, M, S, Mya, IC S(P),D
Sektion Winklerianae PAX & HOFFM.
M. winkleri PAX & HOFFM. B (Sb, OK) P, S, D M, Lehm
M. winkleriella T. C. WHITMORE B (Sn) P Kalk
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A.2.2 Systematik von Macaranga

A.2.2.1 Stellung der Gattung innerhalb der Euphorbiaceae

Es ig heute undrittig, dass die Gattung Macaranga innerhdb der Familie der
Euphorbiacese der Tribus Acdyphese innerthdb der  Untefamilie  Acdyphoidese
zuzuordnen ig (Webster, 1994; Wurdack et al., 2005). Beziglich der Sdlung innerhab
der Acayphese wurden bisher dlerdings unterschiedliche Hypothesen entwicket. Pax und
Hoffmann (1914) ordneten Macaranga und die morphologisch dhnliche Gattung Mallotus
LOUREIRO der Tribus Acdyphese, Subtribus Mercuridinae zu. Hutchinson (1969) gdlte
das Sysem von Pax und Hoffmann um und machte Macaranga zum Typus fur die Tribus
Macarangese (zu der e 6 waeitere Gattungen zéhite), und Mallotus zum Typus von
Madloteae mit 13 weteren Gattungen. Webster (1994) wiederum ordnete in seiner
Revison der Euphorbiacese Macaranga innerhalb der Acayphese der monotypischen
Subtribus Macaranginee zu und fasste Mallotus mit seben anderen Gattungen zu der
Subtribus Rottlerinae zusammen.

Aufgrund der habitudlen Ahnlichkeit ihrer Arten kam es in der Vergangenheit héaufig zu
Verwechdungen zwischen Mallotus und Macaranga. Nach Pax und Hoffmann (1914),
Primack und Lee (1991) und Sik et al. (2001) gibt es jedoch folgende Unter-
scheidungamerkmde (1) Die Bléter von Macaranga dtzen im Gegensatz zu Mallotus
niemas gegensgtdndig. (2) Die Nebenblédtter Snd bel Macaranga meist grof3 bis sehr grof3,
be Mallotus immer klein und schmd. (3) Die Infloreszenzen snd bei Macaranga immer
axillar  angeordnet, bel  Mallotus dagegen meg  temind.  (4)  Auffdlige
blitenmorphologische Merkmasunterschiede schliedich  betreffen die Staubblattanzahl  (1-
6, sdten 15-21 bel Macaranga und 15-250 bel Mallotus), die Anzahl der Friichte pro
Infloreszenz (2-257 bel Macaranga und 2-35 be Mallotus), die Zahl der Facher im
Fruchtknoten (ein bis zwel be Macaranga, mes dreé be Mallotus) und die Auspragung
des CGriffds (kurz, nur sdten bis 1 cm oder langer be Macaranga, mes deutlich langer
be Mallotus). Nach der morphologisch-kladigischen Studie von Sik und van Wezen
(2001) und der auf ITS-Sequenzen baserenden Arbeit von Blatner et al. (2001) snd
Macaranga und Mallotus nicht eindeutig getrennt. Nach Sik et al. (2001) steht
Macaranga sogar innerhadb der Gattung Mallotus, die dadurch paraphyletisch wirde.
Schligdich unterstitzen auch neuere molekulare Analysen der ChloroplastenrDNA  ene
nahe Verwandtschaft der beiden Gattungen (Kulju et al., 2007; Wurdack et al., 2005).

A.2.2.2 Taxonomische Gliederung der Gattung Macaranga

Eine dnlich wechsdvolle Geschichte durchlief auch die taxonomische Gliederung der
Gatung Macaranga sdbst. Die erste umfassende Arbelt Uber Macaranga geht auf Mller
Argovienss (1866) zuriick, der die zu diesem Zetpunkt beschriebenen 79 Arten in vier
Sektionen aufteilte: Pachystemon (sechs Arten), Dimorphantera (zwei Arten), Mappa (50
Arten) und Eumacaranga (21 Arten). Von den sechs Arten der Sektion Pachystemon snd
nach heutiger Auffassung drel Arten weterhin dieser Sektion zugeordnet (M. bancana,
M. depressa und M. triloba; vgl. Tab. 1), die drel anderen Arten wurden entweder
inzwischen umbenannt oder mit anderen Arten vereinigt. Die heutigen Pachystemon-Arten
M. hypoleuca, M. griffithiana, M. motleyana und die beiden heutigen Pruinosae-Arten
M. pruinosa und M. gigantea wurden von Muller Argovienss (1866) noch zur Sektion

Mappa gezahit.
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Die zwete und bis zum heutigen Tage letizte umfassende Revison der gesamten Gettung
wurde von Pax und Hoffmann (1914) durchgefihrt. Se telten die zu diesem Zeitpunkt
beschriebenen ca 170 Arten in insgesamt 32 Sektionen ein. Wéhrend Miller Argovienss
sin Sysem vorrangig auf Merkmaden des Gynoeceums und des Androeceums aufgebaut
hette, sahen Pax und Hoffmann (1914) die Auspragung gewisser Fruchtmerkmae ds
entscheidend fur die taxonomische Bewertung an. Prim& unterteilten se die Gattung nach
der Oberflache der Kapseln in drei Gruppen. Die erste Gruppe (aeves) mit 16 Sektionen
i danach gekennzeichnet durch glatte Kapsdn, die zweite Gruppe (Tuberculatae; finf
Sektionen) durch Kapseln mit kurzen dicken Hockern und die dritte Gruppe (Echinatae;
neun Sektionen) durch Kapsan mit dichtgestellten, oft langen Weichgtacheln. Zur weiteren
Unterteilung wurden die Anzahl der Fruchtbléiter eines Fruchtknotens und die Anzahl der
Antherenf&cher verwendet. Zu den Laeves zéhlten ua die Sektionen Giganteae und
Pruinosae, die wiederum vor alem anhand der Form der Stipeln unterschieden wurden.
Die Sektionen Pachystemon und Caladiifolia wurden den Tuber cul atae zugeordnet.

Vor dlem in den 1970er Jahren wurden etliche neue Macaranga-Arten beschrieben und
Sektionszuordnungen  tellweise neu definiert (Airy Shaw, 1971, 1972; Whitmore, 1967,
1969; Whitmore und Airy Shaw, 1971, Whitmore, 1974, 1975, 1980, 1981). Eine Revison
der beiden myrmekophytischen Sektionen Pachystemon und Pruinosae wurde schliefdich
von Davies (2001) vorgenommen. Die Ergebnisse diessr Revison werden in Kapitd A.2.4
und in der Diskusson néher ausgefihrt, ebenso die Ergebnisse molekularsystematischer
Studien, die ds Ausgangspunkt der hier vorgestellten Arbeit dienten.

A.2.3 Entstehung und Alter der Gattung Macaranga

Aufgrund der vermutlich nahen Vewandtschaft von Macaranga und Mallotus it es bel
fosslem Materid megs unmoglich, die beiden Gatungen voneinander abzugrenzen
(Martin, 1974; Morley, 2000). Beide bedtzen einen tricolporaten Pollentyp, der meist ds
MallotusMacaranga-Pollentyp  (Tricolporopollenites endobalteus) angesprochen wird
(Gruas-Cavagnetto und Kohler, 1992). Fossle Pollen diesr Grundgestalt wurden im
Tertiar von Neusedand (Mclntyre, 1965; Mildenhall, 1980, Oligozan), Audrdien (Martin,
1974, 1978, Frihes Eozédn, bis Fiozan) und Europa (Gruas-Cavagnetto und Koéhler, 1992,
Eozan) gefunden Neben Pollen gibt es auch blattanatomische Funde, die entweder
Mallotus (UCMP Specimen Search, 2004) oder Macaranga (Sikhote-Alin, Nordost-
Rusdand, Oligozén (Akhmetiev und Vikulin, 1995) zugeordnet wurden. Der letztere
Blatfund weist Ahnlichkeit mit rezenten Arten der Sektion Pachystemon auf. Bei der
Zuordnung fossler Blatfunde ist jedoch Vorscht geboten, da morphologisch dhnliche
Bléatter taisichlich ganz unterschiedlichen Familien angehdren kénnen. Die Funde in
Nordost-Rusdand und Nord-Amerika unterstiitzen die Annahmen eniger Wissenscheftler,
dass tropische Pflanzen wie Macaranga oder Mallotus wahrend der warmen Perioden des
Tertidrs nordwérts Uber die Bering-Strasse bis nach Nordamerika gelangt snd  (Whitmore,
1998).

Eine Katierung von Habitapréferenzen auf enen  morphologisch-kladistischen
Stammbaum brachte (Slik und van Welzen, 2001) zu der Hypothese, dass die ersten
Macaranga-Arten ds Poniepflanzen in offenen Habitaten im gpden Oligozén bazw.
frihen Miozén entdanden sein konnten (d.h. vor 38-15 Mio. Jahren), ds das Klima
sasond und deutlich trockener war ds heute. Folgt man dieser Argumentation, dann
hétten sch myrmekophytische Arten vermutlich erst im Mittleren Miozén, vor etwa 15
Mio. Jahren, entwickdt, als das Klima perhumider wurde und Regenwéder zu dominieren
begannen (Morley, 2000). Da gerade im mittleren Miozén in der Sidostasatischen Region
extreme geologische Verdnderungen detgefunden haben, deren  Zeitpunkt und
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Ausprdgung nicht genau bekannt snd und auRerdem Fosslien von dort nur spédich
eghdten snd (Morley, 2000), snd zu diessr Frage bisher keine gesicherten Aussagen
moglich.

A.2.4 Die myrmekophytischen Arten

Die megen Macaranga-Arten locken Ameisen durch ein Nahrungsangebot an, ohne sich
dauerhaft mit diesen zu vergesdlschaften. Obligate Myrmekophyten haben sch nur in dre
Sektionen entwickelt. Die artenreichste Sektion ist Pachystemon (25 Arten, davon 20
myrmekophytisch; Davies 2001), gefolgt von Pruinosae (acht Arten, davon sechs
myrmekophytisch; Davies 2001) und Winklerianae (nur 2zwe Arten, bede
myrmekophytisch;  Whitmore 1974). Auf die Frage, inwiewet Pachystemon in
Artengruppen unterteilt werden kann und ob M. puncticulata und deren néhere Verwandte
auch zur Sektion Pachystemon gezéhlt werden konnen, wird im Rahmen der Diskusson
naher eingegangen.

Die Verbratung der myrmekophytischen Arten it auf die tropische Region Sidostasens,
sezidl auf das Mdaische Archipd, beschrankt. Macaranga griffithiana is der enzige
Myrmekophyt, der auch noch weter im Norden aulerhdb der Regenwadgebiete in
Chantaburi, Thalland vorkommt, was auf die besonders feuchten Umweltbedingungen in
diesr Region zuriickgefuhrt wird (Maschwitz et al., 2004). Eine gewisse Grenze bel der
Bededlung schent auch die Hohenzonierung zu sein. Wéhrend nicht-myrmekophytische
Arten auch noch oberhab von 2000 m Uber N.N. vorkommen (Davies, 2001), Seigen die
myrmekophytischen Arten maxima auf 1800 m (z.B. M. puberula, M. winkleri).

Wie in Kgpitd A.1 elautet, wird alene durch ein Nahrungsangebot keine echte
Symbioe erzeugt. Erst die Bereitddlung von Wohnraum meacht eine feste Partnerschaft
moglich, wie Se in den dré Sektionen Pachystemon, Pruinosae und Winklerianae
anzutreffen sind. Als Préadaptionen fir die Evolution von Myrmekophytie snd von daher
vorrangig zwe Mekmde zu werten: (1) die Bedtsdlung von Nahrung in Form von
extrafloralem Nektar und/oder Nahrkdrperchen, und (2) die Ausbildung von Domatien, im
Fdl von Macaranga in Form ener hohlen oder leicht aushdhlbaren Sprossachse. Dariiber
hinaus konnen auch die Art der Wachsbereifung, die Form der Stipen und das
Vorhandensein von Prostomata relevante Merkmae dargtdlen (Federle et al., 2001). In
den Arten der Sektionen Pachystemon und Winklerianae degeneriert das Mark von aleine,
in den Pruinosae-Arten muss es durch die Amesen entfernt werden. Fir die obligate
Bindung von gpezifischen Amdsenpatnern scheint dabel nicht die Bereitstdlung von
Domatien, sondern die Fahigkeit der Amesen zum aktiven Offnen der Domatien ein
entscheidendes  Kriterium  zu  sein. S0 werden die sdbsdffnenden Domeatien  von
Macaranga caladiifolia opportunistisch von unterschiedlichsden Amesenaten beseddt
(Fdaet al., 1996).

Generdl konnen be den myrmekophytischen Macaranga-Arten zwel  unterschiedliche
Formen der Besedlung angetroffen werden. So werden Arten der Sektion Pachystemon
typischerweise berdts zu enem s frihen Zetpunkt ds Kemlinge beseddt, wahrend
dle myrmekophytischen Arten der Sektion Pruinosae es as 70-80cm grole
Jungpflanzen kolonisiert werden.

Die obligaten Amesenpatner stammen aus zwe verschiedenen Gattungen, die unter-
schiedlichen Unterfamilien angehtren. In Macaranga puncticulata, M. lamellata und
M. griffithiana treten generdl oder zetweise Amesen da  Gatung Camponotus
(Formicinee) ds Patner auf, dle anderen Macaranga-Myrmekophyten werden von bisher
nicht néher beschriebenen Morphospecies der Gattung Crematogaster (Myrmecinee)
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beseddt (Feldhaar et al., 2003aa; Fida et al., 1999). Die Spezifitéd der Besedlung und
ihre mdglichen Ursachen werden im Rahmen der Diskusson néher behanddt (siehe Kap.
D.2.2).

A.3 Methoden der Molekularsystematik

In der vorliegenden Arbeit wird eine Vewandtschaftsandyse der Gattung Macaranga mit
molekularsystematischen  Methoden  vorgenommen.  Die diessn  Methoden  zugrunde
liegenden Prinzipien sollen daher im Folgenden kurz vorgestelIt werden.

Im Laufe der letzten beiden Jahrzehnte konnten mit Hilfe molekularer Methoden vide
neue Erkenntnisse Uber Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Organismen  gewonnen
werden. Am oberen Ende des taxonomischen Spektrums dienten hochkonservierte DNA-
Sequenzen dazu, die Beziehungen zwischen den Grolgruppen der PFilze, Tiere und
Pflanzen oder gar zwischen Eukaryonten, Eubakterien und Archaea zu entschlissen. Am
unteren Ende wurden hochvariable Maker efolgreich  fir  Untersuchungen  auf
Populationsebene verwendet. Wahrend in den 1970er und 1980er Jahren noch vorwiegend
Untersuchungen von lsoenzymmugtern (z.B. Sonnante et al., 1997) und Protein-Sequenzen
engesetzt wurden, dominierten sather endeutig die DNA-baseten Methoden. Auf
unterer taxonomischer Ebene wurden daher vor dlem sogenannte  molekulare
Markertechniken verwendet, die enen genetischen Fingerabdruck in Form enes
Bandenmusters erzeugen. Dazu gehdren zum Bespid die RAPD-Methode (random
amplified polymorphic DNA; zB. Williams et al., 1990) und die AFLPs (Vos et al., 1995).
Auf mittlerer und hoherer Ebene hat sch jedoch, insbesondere dank immer modernerer
Sequenzierautomaten, vor dlem die verglechende Sequenzierung von  Kern,
Chloroplasten oder auch Mitochondriengenen und intergenischen Bereichen durchgesetzt.

A.3.1 Vergleichende DNA-Sequenzierung

Die Strategie der vergleichenden DNA-Sequenzierung welst die folgenden typischen
Schritte auf. Zunéchst wird ene DNA-Region ausgewdhlt, deren Mutationsrate dem
taxonomischen Niveau angepasst id, auf dem die Untersuchung efolgen soll. Diese
Region wird mit Hilfe der Polymerasekettenresktion (PCR) in vitro amplifiziet und
anschlielfend sequenziert. Die orthologen Sequenzen aus den untersuchten Taxa werden
passgenau  Uberenander gelegt  (Alignment), und aus den Gemensamketen und
Unterschieden in der Basenabfolge mit Hilfe enschiggiger Computerprogramme  ene
Phylogenie rekongtruiert.

Als wichtigse nukle&re Region fur Phylogenierekongtruktionen auf Gattungsebene hat sch
der ITS (interne transkribierte Spacer)-Bereich der ribosomaen DNA (rDNA) erwiesen
(z.B. Badwin und Marcos, 1998; Schmidt-Lebhuhn et al., 2005; Zhang et al., 2001). Im
Gegensaiz zu anderen Loc liegt die ITS-Sequenz in tausendfachen Kopien im Kerngenom
vor. Da Ublicheeweise durch ,conceted evolution* ene schndle Vereinhetlichung der
verschiedenen Kopien entritt (Linder et al., 2000; Marhold et al., 2004), treten nur sdten
Schwierigkeiten durch das Vorhandensain unterschiedlicher Allde im gleichen Individuum
auf. Einziger Nachtell des ITS-Abschnittes ig saine oft nicht ausreichende Vaiabilitét
zwichen nah verwandten Arten, wie es zum Bespid innerhdb der Gattung Trollius L.
(Ranunculaceae, Després et al., 2003), bel Phyllostachys (Bambusoideae, Poaceae,
Hodkinson et al., 2000) oder auch bel nahe verwandten Macaranga-Arten (Blattner et al.,
2001) beobachtet wurde.

Gudrun Banfer 13



Einleitung

Zusizlich zum nukledren Bereich wurden und  werden in Tielen  vor  dlem
Sequenzabschnitte des Mitochondrien-Genoms (z.B. Feldhaar et al., 2003aa; Gadau et al.,
1999; Heulin et al., 1999), in Pflanzen vor dlem Sequenzen des Plastoms (z.B. Clegg und
Zurawski, 1992; Després et al., 2003; Manen et al., 2002; Renner et al., 2004) fir
phylogenetische Untersuchungen engesetzt. Urspriinglich Uberwiegend be
Gymnospermen  (Gugerli et al., 2001; Senjo et al., 1999) und dort zur Kl&ung
verbreitungshiologischer Fragestdlungen  (Jaramillo-Correa et al., 2004; Soranzo et al.,
1999), werden in jungerer Zeit auch be Angiospermen phylogenetische Untersuchungen
auf der Bass von Mitochondrienr DNA-Sequenzen durchgefiinrt (Desplanque et al., 2000;
Dumadlin-Lapégue et al., 1998; Engeke et al., 2004; Olson und McCauley, 2002; Renner
und Zhang, 2004). Der Vergleich der mit Organdlen-DNA und nuklegrer DNA erhatenen
Phylogenien kann  wichtige RUckschlisse Uber  Ausbretungsmodditéten  und/oder
eventudle Hybridiserungsereignisse be der Artbildung geben. Mitochondrient  und/oder
Chloroplasten-Sequenzen snd ds zusitzliche Informationsquelle schon von daher wichtig,
da verschiedene Genome ebenso wie verschiedene Gene oder intergenische Bereiche
unterschiedlichen evolutiven Zwangen unterliegen.

Die Sequenzierung von ChloroplastenrDNA  wird bel  Pflanzen auf unterschiedlichen
taxonomischen Ebenen angewandt. Auf Artebene und darunter werden vor dlem
hochvariable Bereiche eingesetzt (ChloroplastenMikrosatelliten, intergenische Spacer und
Introns, vgl. (ChloroplastenMikrosatdliten, intergenische Spacer und Introns;, vgl. Hahn,
2002; Chloroplasten-Mikrosatdliten, intergenische Spacer und Introns, vgl. Manen und
Natai, 1995; Oxelman et al., 1997), auf hoheren Ebenen vor dlem kodierende Sequenzen
(zB. Cuenoud et al., 2000; Patterson und Givinish, 2002; Savolainen et al., 2000). Durch
die zumeig uniparentade Vererbung des Chloroplagengenoms lassen sich mit Hilfe von
Chloroplasten-Daten  aul3erdem  Audoreitungswege  enzener  Gattungen  oder  Arten
nachvollziehen (llex, Cuenoud et al., 2000; Fraxinus excelsior, Heuertz et al., 2004;
Weildanne, Picea abies, Vendramin et al., 2000).

Oft reicht die Vaiabilitéi der cpDNA nicht aus, um aussageféhige Phylogramme zu
eddlen. In solchen Fdlen bieten molekulare Marker-Methoden, die Informationen des
ganzen Genoms in ener Art genetischen Fingerabdruck zusammenfassen, eine geeignete
Alternative (Després et al., 2003; Hodkinson et al., 2002; Huang et al., 2002; Xu und Sun,
2001).

A.3.2 Fingerprinting anonymer DNA-Bereiche: AFLPs

Eine heutzutage fur phylogenetische Fragestdlungen auf Artebene seéhr héufig genutzte
~Fngerprint*-Technik  gelt die AFLP (,Amplified Fragment Length Polymorphisams’)-
Andyse dar (Vos et al., 1995), welche aufgrund ihrer hoheren Reproduzierbarkeit (Gaiotto
et al., 1997; Jones et al., 1997) die von Willians et al. (1990) engefuhrte RAPD-
(,random amplified polymorphic DNA®) Technik mehr oder weniger abgdost hat. Bel der
AFLP-Andyse wird ene Redriktionsverdauung des Gesamtgenoms mit  ener
anchlief?enden sdektiven PCR gekoppelt. Dadurch hat man die Spezifitdt der klassschen
RFLP-Andyse (Redriktiondfragment-Langenpolymorphismen, Botstein et al., 1980) mit
der Effektivitda ener PCR gepaat. Zur Durchfihrung (dehe Abbildung 1) wird die
Gesamt-DNA zunéchs mit Hilfe von zumes zwe unterschiedlichen Rediriktionsenzymen
geschnitten. Hierzu wird Ublicheweise en héaufig schnedender ,4-Cutter® (mest Msal)
und en weniger haufig schneidender ,,6-Cutter* (meist EcoRI oder Hindlll) eingesetzt, die
beide Uberhdngende Enden erzeugen. Nachdem die DNA vollgandig verdaut ist, werden
gezidle Adapter-Sequenzen an die beiden Enden ligiert. Diese fungieren in der spéteren
PCR ds Primer-Bindestdlen. Die Primer reichen jedoch am 3'-Ende um ene, zwe oder
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dre s0g. sdektive Basen in das Redriktiondragment  hinein.  Eine  efolgreiche
Amplifikation findet nur dtatt, wenn diese Base dort einen passenden Partner findet. Diese
Chance ig fUr jede einzelne Base 1:4.

Be hoheen Pflanzen wird fir die sdektive  Amplifikation — bestimmter
Redriktiondragmente normderweise en 2-Schritt-Verfahren gewéhlt (Vos et al., 1995).
Zundchgt wird eine sogenannte Préamplifikation mit nur ener_sdektiven Base (A, C, G
oder T) durchgefihrt. Be der anschlielenden Hauptamplifikation werden dann mest
Primer mit jeweils drei sdektiven Basen engesetzt, wobe die erte mit der in der
Préamplifikation verwendeten odektiven Base identisch ist. Auf diese Wese wird
datistisch nur jedes 4096te Fragment (1: 4°) efolgreich amplifiziert. Um diese Fragmente
gchtbar zu machen, wird einer der beiden Primer radioaktiv oder fluoreszenz-markiert. Die
Fragmente werden auf hochauflosenden Polyacrylamid-Gden aufgetrennt. Banden, die in
unterschiedlichen Proben gleich schndl wandern, werden, wie auch bei RAPDs und
anderen verwandten Markermethoden, ads vom gleichen Locus stammend interpretiert. Die
Bandenmuster werden in eine bindre Merkma smetrix umgeschrieben, in der fir jede Probe
und jeden Locus die Anwesenheit ener Bande an ene bestimmten Postion durch ene
»1*, ihre Abwesenheit durch eine ,,0“ kodiert wird.

Die phylogendtische Auswertung der AFLPs kann mit phénetischen und kladistischen
Methoden erfolgen (Després et al., 2003; z.B. Kardolus et al., 1998; Koopman et al., 2001;
Loh et al., 2000). Eine wetere Moglichket besteht darin, die Daten mit Hilfe einer Haupt-
Koordinatenr Andyse auszuwerten (z.B. Aggarwa et al., 1999; z.B. Schutt et al., 1997,
Zhang et al., 2001).

Nachdem AFLPs ursoringlich in erder Linie fir die Ergdlung von Genkarten, zur
Sortenidentifiketion und fir populationsgendtische Studien eingesetzt wurden (Aggarwa et
al., 1999; Huang et al., 2002; Schutt et al., 1997; Sharma et al., 1996), verwendet man Se
heute regdm&idg auch fir phylogenetische Fragestdlungen (Aggarwd et al., 1999,
Kardolus et al., 1998; Koopmanet al., 2001; Spooner et al., 2005).
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Abbildung 1: Prinzip der AFLP-Methode. In der zweiten Amplifikationsrunde
werden im gezeigten Beispiel jeweils drei selektive Basen eingesetzt. Die Markierung

der Primer wird durch ein Blitzsymbol illustriert.
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A.4 Fragestellung

Bis zum Beginn der hier vorliegenden Arbeit waren die phylogenetischen Zusammenhénge
der myrmekophytischen Sektionen von Macaranga nicht ausreichend aufgeklat. Erde
Versuche einer molekularen Systemaik auf der Basis der ribsomden ITS1- und 1TS2-
Sequenzen ergaben zwar Hinwelse auf die Monophylie einzener Gruppen (z.B. bancana-
und motleyana-Gruppe), blieben jedoch aufgrund unzureichender Varigbilitét innerhab der
myrmekophytischen Sektionen weitgehend unaufgelost (Blattner et al., 2001; Davies et al.,
2001). Eine Untersuchung der Sektionen Pachystemon und Pruinosae und ihrer vermutlich
nehen verwandten Arten mit Hilfe der RAPD-Methode gab zwar eine bessere Auflosung
innerhab der Sektionen, die verwandtscheftlichen Beziehungen zwischen den Sektionen
blieben aber aufgrund zu grof}er Diganzen ungeklart (Banfer, 1999; Blattner et al., 2001).
Erschwerend kommt hinzu, dass RAPDs fir phylogenetische Fragestellungen kritisch
betrachtet werden, da die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse oft mangelhaft it (Jones et
al., 1997; Lamboy, 1994a).

Eine Voraussstzung fur die Aufklaung der Koevolution von Pflanzen und Amesen ig
aber die Kenntnis der phylogenetischen Zusammenhénge beider Symbiose-Partner. Die
hier vorliegende Arbet dient der Ergelung ener Phylogenie der beteligten Pflanzen.
Dazu wurden 2zwe Methoden edmals zur Aufklarung der  phylogenetischen
Zusammenhédngein Macaranga angewandt.

1. Die AFLP-Andys llte zundchs fir Macaranga eabliet und informetive
Primerkombinationen identifiziert werden. Anschlielend sollte von maglichst  dlen
Arten der dre Myrmekophyten enthatenden Sektionen inklusve der puncticulata
Gruppe ein Stammbaum auf Bass der AFLP-Daten erstdlt werden. Bel diesem Ansatz
sllte auch mogliche intraspezifische  Variation untersucht werden, weshdb von
moglichs jeder Art mehrere Individuen as verschiedenen geographischen Regionen
e nbezogen wurden.

2. Erfahrungggemdd dammen  AFLP-Maker Uberwiegend aus dem  Kerngenom,
weswegen ds zweiter Ansatz eine Chloroplasten-Andyse durchgefiiht werden sollte,
die die Evolution enes vemutlich maend vererbten Genoms widerspiegeln <oll.
AFLP- und Chloroplasten- DNA-Andysen sollten urpringlich mit enem  Uberwiegend
identischen Probensatz  durchgefihrt werden. Da dch  dledings wéahrend  der
Pilotphase der Arbet herauskriddliserte, dass eng verwandte Taxa der Sektion
Pachystemon weniger atgezifisch ds vidmer nach geographischen  Kiriterien
gruppierten, wurden die Arbeiten am Chloroplasten-Genom in zwel Schritte unterteilt.

a Zungchg wurden im Rahmen ener klassschen phylogenetischen Studie die
myrmekophytischen  Sektionen auf ihre Sdlung innerhdb der  Gattung
untersucht. Dazu wurden neben Arten der Sektionen Pachystemon,
Winklerianae und Pruinosae auch andere aus dem sidostesatischen Raum
danmende Taxa anderer SektionszugehOrigkeit sowie Arten der nahe
verwandten Gattung Mallotus mit einbezogen.

b. In e@nem zwedten Ansaz wurde mit enem ewdteten Taxa-Set der
Myrmekophyten enthdtenden Sektionen ene phylogeographische Netzwerk-
andye da Aren vorgenommen, mit deren Hilfe der Bezug zwischen
genetischen und geographischen Distanzen besser andysert werden konnte.

Auf der Bass der so gewonnenen Information sollten molekulare Stammbaume der an der
Symbiose bealigien Pflanzenaten ergdlt und mit der  Crematogaster-Phylogenie
verglichen werden, die in ene padlden Studie von Kooperationspatnern an der
Universtét Wirzburg ergdlt werden sollte. Insbesondere sollte versucht werden, die
folgenden Fragen zu beantworten:
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1. Wie ddlen dch die Vewandtscheftsverhdtnisse innerhadb und  zwischen  den
myrmekophytischen Macaranga- Sektionen Pachystemon, Winklerianae und Pruinosae
dar?

2. Snd  myrmekophytische  Arten  untereinander ndher  verwandt ds  nicht-
myrmekophytische Arten?

3. Bisherige FErgebnise legen nahe (Sehe A.24), dass die Lebensweise
"Myrmekophytie’ innerhdb der Gattung mehrfach unabhéngig voneinander entstanden
ist. Wie oft ist das geschehen? Gibt es Hinweise auf Reversonen?

4. Wo liegt genedogisch und auch geographisch der Ursprung des Symbiosskomplexes?

5. Wedche Bedeutung <spiden koevolutive Entwicklungen fir das Macaranga-
Crematogaster - Symbiosesystem? I Myrmekophytie im Snne ener
Schiisdinnovation (Givnish, 1997) ds Simulus fir ene adaptive Radiation zu
betrachten?
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B Material und Methoden

B.1 Pflanzenmaterial

Das in diesr Arbet vewendete Pflanzenmaterid der verschiedenen Macaranga- und
Mallotus-Arten und die Hekunft der enzdnen Proben snd in de Tabdle 2
zusammengestdlt. Die Proben wurden zum grof3en Tel durch Dr. Brigitte Fda (Univ.
Wirzburg), Dr. Ute Moog (ehemds Univ. Frankfurt/Univ. Kassdl) und Dr. Fery Sik
(Rijks Herbarium Leiden, Niederlande) gesammet. Einzelne Proben wurden von Prof. Dr.
Ulrich Maschwitz AD (Univ. Frankfurt) und Dr. Heke Fedhaar (Univ. Wirzburg) zur
Veflgung gesdlt. Fir die phylogenetische Studie auf der Basis von ChloroplastenDaten
wurden aufllerdem enige DNA-Proben eingesetzt, die aus Herbarmaterid des Rijks
Herbariums Leiden isoliert wurden.

Alle Taxa wurden von Dr. Brigitte Fada und Dr. Ute Moog mit Hilfe der
Artbeschreibungen in Davies (2001), des Bestimmungschlissels von Sik et al. (2000)
sowie durch den Vergleich mit vorhandenen Herbarproben in Leiden identifiziert (Sehe
Tabdle 2). Soweit madglich, wurde nur solches Materid fir die molekularen Studien
eingesetzt, von dem ein Herbarbeleg vorhanden war. Die entsprechenden Herbarbelege
wurden in den Herbarien der Universtéd Kassdl (KAS), der Rijks Universteit Leiden (L)
oder in der Herbarsammlung von Dr. Brigitte Fida (WU) hinterlegt (siehe Tabdlle 2).

In die Studien wurden dle verflgbaen Arten der Macaranga-Sektionen Pachystemon,
Pruinosae und Winklerianae einbezogen. Zuséizlich wurden vier Taxa berlickschtigt, die
aufgrund ihres Habitus der Sektion Pachystemon angehdren, aber keiner der bisher
beschriebenen Arten zuzuordnen sind. Eventudl handelt es Sch bel diesen provisorisch ds
Macaranga spec. A, B, C und D bezeichneten Taxa um neue Arten oder auch um Hybriden
(personliche Mitteilung Dr. Ute Moog). In den phylogenetischen Tell der Chloroplasten
Studien wurden aulRerdem moglichs vide Arten weterer  Sektionen der  Gattung
einbezogen. Als Aulengruppen fir die Rekongtruktion von Stammb&umen wurden Arten
der nahe verwandten Gattung Mallotus eingesetzt (Blattner et al., 2001, Sik und van
Welzen, 2001).

Tabdle 2: Im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetztes Pflanzenmaterial. Neben der Herkunft ist
auch angegeben, welche Proben fir welche Art von Untersuchungen benutzt wurden. Langen- und
Breitenangaben wurden, soweit modglich, mit einem GPS-Gerd bestimmt. Alternativ wurden sie im
Nachhinein unter Zuhilfenahme des ,, Encarta Weltatlas* abgeschétzt. Die Sektionszuordnungen der zu den
Sektionen Pachystemon und Pruinosae gerechneten Arten wurden nach Davies (2001)* vorgenommen, alle
tbrigen Arten wurden Sektionen bzw. Artengruppen nach Whitmore (1975; 1980)?, Airy Shaw (1972)% und
Pax und Hoffmann (1914)* zugeordnet. Die Auflistung der Arten erfolgt nach ihrer Sektionszugehorigkeit,
innerhalb der Sektionen nach dem Alphabet. Abkurzungen: ID Pflanzen-ldentifikationsnummer,
Untersuchungen: A, AFLP-Analyse; G, phylogeographische Chloroplasten-Studie; Py, phylogenetische
Chloroplasten-Studie; V, Vorversuche; Herbarien (H): KAS, Herbarium Kassdl, L, Rijks Herbarium Leiden,
Niederlande, WU Herbarbeleg in Wiirzburg, Sektionen (Sekt.): AD Adenoceras C, Cuspidatae; I, Indicae,
IN; Inermes, J, Javanicae; M, Mauritianae; O, Oblongifoliae; P, Pachystemon; PR, Pseudo-Rottlera; PU,
Pruinosae; S, Stachyella; T, Tanarius W, Winklerianae; Herkunft: FR, Forest Reserve; KK, KotaKinabalu;
NP, Nationalpark; OK Ostkalimantan; PHS, Poring Hot Springs. Bel der Chloroplasten-Phylogenie wurden
die mit x* bezeichneten Proben nur am ccmp2-Locus, die mit X2 nur mit atpB-rbcL untersucht.
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Art ID APYGV H Sekt Land Herkunft
Macaranga. adtheadenia g, x kas Borneo, Brunei Belalong; 04°37'N 115°030
AIRY SHAW
255 x Xb wuU p Borneo, Brunei Belalong; 04°37'N 115°03'0
257 x xp X WU Borneo, Sarawak, Malaysia Kubah NP; 01°34'N 110°10'0
262 Xp X L Borneo, Sarawak, Malaysia Penrissen Area; Strasse von Tapah nach
Padawan
M. angulata S. J. DAVIES 285 X Xa L Borneo, Sabah, Malaysia  Crocker Range; 05°51.622'N 116°16.746'0
489 x wuU Borneo, Sabah, Malaysia  Crocker Range
492 x xpx WU Borneo, Sabah, Malaysia  Crocker Range
497 X X Xa p Borneo, Sabah, Malaysia  Crocker Range
179 X Xp Borneo, Sabah, Malaysia  Kinabalu NP; 06°03'N 116°41'0
308 x X xpx KAS Borneo, Sabah, Malaysia  Kinabalu NP; 06°02'N 116°42'0
311 X X Xp L Borneo, Sabah, Malaysia  Kinabalu NP; 06°02'N 116°42'0
513 X Xp wuU Borneo, Sabah, Malaysia  Kinabalu NP; 06°03'N 116°41'0
. : Crocker Range, Rafflesia Forest Resort;
M. ashtonii S. J. DAVIES 328 X X Xb L P Borneo, Sabah, Malaysia 05°46.702'N 116°20.613'0
g/l}.?gancana (MIQ)) MUELL. 27 x XaX KAS Borneo, Brunei Labi Road
: Crocker Range, Strasse von KK. nach
283 X Xa L Borneo, Sabah, Malaysia Tambunan, 06°00'N 116°08'0
276 X Xa wU Borneo, Sarawak, Maaysia Lambir Hills; 04°20'N 113°50'0
339 X Xb wU Borneo, Sarawak, Malaysia Mulu; 04°02'N 114°55'0
357 Xb L Borneo, Sarawak, Malaysia Mulu Flughafen; 04°02'N 114°55'0
359 X Xb P Borneo, Sarawak, Malaysia Mulu; 04°02'N 114°55'0
437 X xexo  KAS Halbinsel Malaysia, Pahang, g it Tingii: 03°30'N 101°55'0
Malaysia
Halbinsel Malaysia, Selangor,
455 X X XaXa Mdaysia Ulu Gombak, Gombak
Halbinsel Malaysia, Selangor, . A2°10' o
63 X X Xa KAS Malaysia Ulu Gombak; 03°19'N 101°45'0
348 X Gewéchshaus Uni Frankfurt
M. beccariana MERRILL 15 x X KAS Borneo, Brunei Belalong; 04°37'N 115°03'0
242 X Xp L p Borneo, Brunei Labi Road; 04°19.022'N 114°25.810'0
: PT-Inhutani | Berau Concession;
696 Xb L Borneo, OK, Indonesien 01°56'N 117°14'0
M. caladiifolia BECC. 108 X X XpX p Borneo, Brunei Labi Road
123 x Borneo, Brunei Labi Road
M. calcicola AIRY SHAW 266 X X Xp wU P Borneo, Sarawak, Malaysia Bau, Fairy Caves; 01°25'N 110°09'0
- Halbinsel Malaysia, Pahang, Fraser's Hill; Jalan. Air Terjun;
M. curtisii HOOK. F. 433 X X Xb L o2 Malaysia 03°42'N 101°45'0
- Halbinsel Malaysia, Pahang, e L]~ AROAD opE
451 x x x WU Malaysia Fraser's Hill; 03°42'N 101°45'0
M. curtisii var. glabra T. C. 440 x X X x WU Halbinsel Malaysia, Pahang, Cameron Highlands, Tanah Rata;
WHITMORE p Malaysia 04°27'N 101°22'0
- Halbinsel Malaysia, Pahang, Cameron Highlands, Tanah Rata;
449 x x X WU Malaysia 04°27'N 101°22'0
M. depressa f. glabra T. C. : Kinabalu NP, PHS, Langanan Weg;
WHITMORE e xa Borneo, Sabah, Malaysia 03 116°41'0
291 X X Xax WU P Borneo, Sabah, Malaysia  Sepilok; 05°51'N 117°57'0
117 X Borneo, Sabah, Malaysia  Sepilok; 05°51'N 117°57'0
100 x Borneo, Sabah, Malaysia  Telupid; 05°38'N 117°07'0
297 X X XpX L Borneo, Sabah, Malaysia  Telupid; 05°38'30"N 117°12'30"O
M. depressa f. strigosa T. C. : ; Fenie 01001 ogo
WHITMORE 778 Xb L Borneo, OK, Indonesien Bukit Bangkirai; 01°01'S 116°52'0
141 x Xax WU P Borneo, OK, Indonesien Samarinda; 00°36'S117°05'0
268 x Xa X L Borneo, Sarawak, Malaysia Bau; Angin Caves; 01°25'N 110°09'0
M. glandibracteolata S. J. . PT-Inhutani | Berau Concession;
DAVIES 964 X Xp L Borneo, OK, Indonesien 01°54N 117°130
130 X X Xp L P  Borneo, Sabah, Malaysia  Bukit Taviu
302 X Xp L Borneo, Sabah, Malaysia  Kinabalu NP, PHS; 06°02'N 116°42'0
499 Xa X Borneo, Sabah, Malaysia  Kinabalu NP, PHS; 06°02'N 116°42'0
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Art ID A

PyGV H

Sekt Land

Herkunft

M. glandibracteolata S. J. 2039
DAVIES 471 x

477 X

X X
Xc Xb wuU
X X

Borneo, Sabah, Malaysia
Borneo, Sabah, Malaysia
Borneo, Sabah, Malaysia

Luasong; 04°38'N 117°23"0
Tawau Hills; 04°25'N 117°54'0
Tawau Hills; 04°25'N 117°54'0

M. griffithiana MUELL. ARG 372 X
74 X

438 X

1988
1987

X Xp

X Xa X

X Xp L

Xb
X Xp

Halbinsel Malaysia, Johore,

Malaysia

Halbinsel Malaysia, Selangor,

Malaysia

Halbinsel Malaysia, Selangor,

Malaysia
Sid-Thailand
Thailand

Lingii, NS
Kg. Sg. Bakau; 10 km westl. Rawang

Rawang; 03°18'N 101°34'0
Pattani; 06°51'N 101°14'O
Chantaburi; 12°36'N 102°06'0

M. havilandii AIRY HAW 278 x

Xb WU

Borneo, Sarawak, Maaysia

Lambir Hills; 04°20'N 113°50'0

M. hullettii KING, EX HOOK.
F.

481

232

381 x

66

68 X

248 x
152
981
377

X X wuU

KAS

x KAS

Xb WU

Borneo, Sabah, Malaysia

Deutschland, Frankfurt
Halbinsel Malaysia, Negeri
Sembilan, Malaysia
Halbinsel Malaysia,

Selangor/Pahang, Malaysia

Halbinsel Malaysia,

Selangor/Pahang, Malaysia

Borneo, Brunei
Borneo, OK, Indonesien
Borneo, OK, Indonesien

Borneo, Sarawak, Maaysia

Crocker Range

Botanischer Garten; ursprunglich
Westmalaysia

Tampin; 02°28'0N 102°13'600
Genting Highlands

Genting Highlands

Labi Road; 04°20'01"N 114°24.12"0
Lemponah; 00°28'372'S 117°07'75'0
Samboja; 00°59'S 116°56'0

Mulu; 04°02'N 114°55'0

M. hypoleuca . F.
ZOLIY.F; MULL.(E\ERIGC.HB & 147 x
148 x
290 x

2040

470

382
80 x

Xp X
Xb L

Xb

X X X X X
x

Borneo, OK, Indonesien

Borneo, OK, Indonesien
Borneo, Sabah, Malaysia
Borneo, Sabah, Malaysia
Borneo, Sabah, Malaysia

Borneo, Sarawak, Maaysia
Halbinsel Malaysia, Selangor,

Malaysia

Lemponah; 00°28,372'S 117°07,75'0

Lemponah; 00°28,372'S 117°07,75'0
Bukit Taviu; km 74; 05°38'N 117°04'0
Luasong; 04°38'N 117°23'0

Tawau Hills; 04°25'N 117°54'0
Lambir Hills; 04°20'N 113°50'0
Ulu Gombak; 03°19'N 101°45'0

Whmere 288
289 x
114
180 x
284 x
506
2043
280 x

468 X

wuU

XaX KAS

Xa

X Xp
Xc Xbp

Borneo, Sabah, Malaysia

Borneo, Sabah, Malaysia
Borneo, Sabah, Malaysia
Borneo, Sabah, Malaysia
Borneo, Sabah, Malaysia
Borneo, Sabah, Malaysia
Borneo, Sabah, Malaysia
Borneo, Sabah, Malaysia
Borneo, Sabah, Malaysia

Bukit Taviu; 05°40.496'N 116°54.301'0

Bukit Taviu; 05°38'N 117°04'0
Deramakot FR; 05°16'N 117°32'0
Deramakot FR; 05°16'N 117°32'0
Kinabalu NP, PHS; 06°02'N 116°42'0
Kinabalu NP, PHS; 06°02'N 116°42'0
Luasong; 04°38'N 117°23'0

Tawau Hills; 04°25'N 117°54'0
Tawau Hills; 04°25'N 117°54'0

M. lamellata T. C.

WHITMORE 126 x

1163

459 X X X

473
207

wuU

Borneo, Brunei

Borneo, OK, Indonesien

Borneo, Sabah, Malaysia
Borneo, Sabah, Malaysia

Borneo, Sarawak, Malaysia

Andulau

PT-Inhutani | Berau Concession;
01°56'N 117°14'0

Tawau Hills; 04°25'N 117°54'0

Tawau Hills; 04°25'N 117°54'0

Lambir Hills; 04°12'N 114°01'0

M. motleyana (MUELL. ARG.)

MUELL. ARG. 164

168 x x

142 x
145 x
150 x
1367
127 x
2093

Xa wU
X x x WU
X wU

X Xa KAS

Borneo, OK, Indonesien

Borneo, OK, Indonesien
Borneo, OK, Indonesien
Borneo, OK, Indonesien
Borneo, OK, Indonesien
Borneo, OK, Indonesien
Borneo, Sabah, Malaysia
Borneo, Sabah, Malaysia

Bukit Bangkirai; 01°01'S 116°52'0

Bukit Bangkirai; 01°01'533"S 116°51'887"O

Bukit Soeharto; 00°51'S 117°01'0
Bukit Soeharto; 00°51'S 117°01'0
Lemponah; 0°28'372"S 117°07'75"0
Samboja; 00°59'S 116°56'0
Deramakot FR; 05°16'N 117°32'0
Luasong; 04°38'N 117°23'0
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Art ID APYGV H Sekt Land Herkunft
M. motleyana (MUELL.ARG.) - : Sepilok, mangrove Weg, near creak;
MUELL . ARG. 293 X X Xa wu Borneo, Sabah, Malaysia 05°51'N 117°57'0
1892 x x Borneo, Sabah, Malaysia  Tawau Hills; 04°25'N 117°54'0
- .. Kubah NP; Matang Wild Life Center;
265 x X Wwu Borneo, Sarawak, Malaysia 01°34'N 110°10'0
M. petanostyla AIRY SHAW 307 X X X Borneo, Sabah, Malaysia  Kinabalu NP, PHS; 06°02'N 116°42'0
M. puncticulata GAGE 251 X X Xp wuU Borneo, Brunei Labi Road; 04°34.460'N 114°30.160'0
243 x WU Borneo, Brunei Labi Road; 04°19.022'N 114°25.810'0
50 x x L Borneo, Sarawak, Malaysia Sibu; 02°17'N 111°50'0
96 X Borneo, Sarawak, Malaysia Sibu; 02°17'N 111°50'0
Halbinsel Malaysia, Selangor, : . 02°20'00" oAE'RA"
32 X X XpX Maaysia Sekinchan; 03°30'00"N 101°05'60"O
351 x X Halbinsel Malaysia Westkiste
. Kinabalu NP, Mt. Kinabalu; Kinabalu
M. rostrata HEINE 395 x x X KAS Borneo, Sabah, Malaysia Strasse zum Elektrizitatswerk
. Labi Road; 2 km bis Bundan, in der Néhe
M. sarcocarpa AIRY SHAW 29 x KAS Borneo, Brunei von Sarawe
247 X Xp L Borneo, Brunei Labi Road
- : Telupid, Jalan Microwave;
M. spec. A 298 XpX WU Borneo, Sabah, Malaysia 05°38'N 117°10'0
97 x Xp X Borneo, Sabah, Malaysia  Telupid, Tawai Forest Research
: Kinabalu NP, PHS, Langanan Weg;
M. spec. B 183 x X L Borneo, Sabah, Malaysia 06°03N 116°41'0
M. spec. C 14 x Xa KAS Borneo, Brunei Belalong; 04°37'N 115°03'0
21 x x KAS Borneo, Brunei Belalong; 04°37'N 115°03'0
254 x X wU Borneo, Brunei Belalong; Gratweg; 04°37'N 115°03'0
.. Penrissen Area, Kampong Gayu;
M. spec. D 261 X L Borneo, Sarawak, Maaysia 01°12'N 110°19'0
M. trachyphylla AIRY SHAW 253 x Xb L Borneo, Brunei Andulau, 36 km nach Labi
16 x KAS Borneo, Brunei Belalong; 04°37'N 115°03'0
M. triloba (BL.) MUELL. 445 x X x Halbinsel Malaysia, Pahang, Cameron Highlands, Tanah Rata;
ARG. b Malaysia 04°27'N 101°22'0
Halbinsel Malaysia, Pahang, ‘e L1l 2049 op
431 X Xb Mdaysia Fraser's Hill; 3°42'N 101°45'0
Halbinsel Malaysia, . .
522 X X Xp Selangor/Pahang, Malaysia Genting Highlands
303 X X XbX Java, Indonesien unbekannt
193 x X X Sumatra, Indonesien Barisangebirge; Barak; 00°56'09S100°450
M. umbrosa S. J. DAVIES 3x x KAS Borneo, Brunei Belalong; 04°37'N 115°03'0
19x  Xp KAS Borneo, Brunei Belalong; 04°37'N 115°03'0
385 X Xp Borneo, Sarawak, Malaysia Lambir Hills; 04°20'N 113°50'0
386 X  Xp Borneo, Sarawak, Malaysia Mulu; 04°02'N 114°55'0
387 X Xp Borneo, Sarawak, Malaysia Mulu; 04°02'N 114°55'0
M.velutina (REICHB. F. & 167 0 | Borneo, OK, Indonesien  Bukit Bangkirai; 01°01'S 116°52'0
ZoLL.) MULL. ARG.
172 x Borneo, OK, Indonesien Bukit Bangkirai; 01°01'533"S 116°51'837'O
151 x Borneo, OK, Indonesien Lemponah; 0°28'372"S 117°07'75"0
: Sungal Wain Protected Forest;
571 Xb L Borneo, OK, Indonesien 1°05'S 116°48'0
646 Xb L Borneo, OK, Indonesien Samboja; 00°59'S 116°56'0
269 x wuU Borneo, Sarawak, Malaysia Bau, Angin Caves; 01°25'N 110°09'0
. Bau, Strasse nach Angin Caves;
270 x X L Borneo, Sarawak, Maaysia 01°23568"N 110°0'274"0
- . Bau, Strasse nach Angin Caves;
271 X WU Borneo, Sarawak, Maaysia 01°23568"N 110°0'274"0
259 x - L Borneo, Sarawak, Malaysia Penrissen Area; Giam Wasserfall,J. Bomec

Heights
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Art ID APYGV H Sekt Land Herkunft
M. gigantea (REICHB. F. & . . e o
ZOLL.) MULL.ARG. 162 x x Borneo, OK, Indonesien Bukit Bangkirai; 01°01'S 116°52'0
828 X Xp L Borneo, OK, Indonesien Bukit Bangkirai; 01°01'S 116°52'0
1880 x x Borneo, Sabah, Malaysia  Tawau Hills, air Panas; 04°25'N 117°54'0
450 x X x L pu Halbinsel Malaysia, Pahang, Cameron Highlands, Tanah Rata;
b Malaysia 04°27'N 101°22'0
40 X X X Halbinsel Malaysia, Pahang, £ agers pill; 03°42'N 101°450
Malaysia
0035 X x = Halbinsel Maaysia, Selangor, Rawang; Weg nach Lang Suan;
Malaysia 03°17'N 101°34'0
M. gigantea x pruinosa 256 X Xp L PU Borneo, Sarawak, Malaysia Strasse nach Kubah Park, Rote Briicke
M. hosel KINGEX HOOK. F. 252 X X Xp wU Borneo, Brunei Labi Road; 04°34.460'N 114°30.160'0
Halbinsel Malaysia, Pahang, e 2010" oEor
435 x X Maaysia Kampung Janda Baik; 03°19'N 101°52'0O
Halbinsel Malaysia, Selangor,
62 X x KAS PU Malaysia Ulu Gombak
454 x X X HalbinS{eI Malaysia, Selangor, Ulu Gombak
Malaysia
529 X Gewachshaus Uni Frankurt
M. pearsonii MERR. 166 X X XaX Borneo, OK, Indonesien Bukit Bangkirai; 01°01'533"S 116°51'837'O
347 X X Xa wuU Borneo, OK, Indonesien Bukit Soeharto; 00°51'S 117°01'0O
509 X X Xa PU Borneo, Sabah, Malaysia  Kinabalu NP, PHS; 06°02'N 116°42'0
2091 x X Borneo, Sabah, Malaysia  Luasong; 04°38'N 117°23'0
465 xcx x WU Borneo, Sabah, Malaysia  Tawau Hills; 04°25'N 117°54'0
472 X Borneo, Sabah, Malaysia  Tawau Hills; 04°25'N 117°54'0
’IZ‘/I&Gpruinom (MIQ) MUELL. 144 x X Borneo, OK, Indonesien Bukit Soeharto; 00°51'S 117°01'0O
1504 X Xp L PU Borneo, OK, Indonesien Samboja; 00°59'S 116°56'0
92 X X Borneo, Sarawak, Malaysia Sibu; 02°17'N 111°50'0
536 X X Xp Halbinsel Malaysia, SHangor, qgyinchan: 03°30'00"N 101°05%60"0
Malaysia
M. puberula HEINE 485 X X Xp wuU Borneo, Sabah, Malaysia  Crocker Range
. PU . Tambunan Patau, Strasse zum Mahua
286 x X xo WU Borneo, Sabah, Malaysia  \\ oceartall; 05°47.451'N 116°25.232°0
M. rufescensS. J. DAVIES 9 x KAS PU Borneo, Brunei Belalong; 4°37'N 115°03'0
249 X X Xp wuU Borneo, Brunei Labi Road; 04°20.012'N 114°24.206'0
: : Halbinsel Malaysia, Selangor,
M. siamensis S. J. DAVIES 9010 X PU Malaysia Rawang
M. winkleri PAX & HOFFM. 12 x x KAS Borneo, Brunei Belalong; 04°37'N 115°03'0
1593 x x L Borneo, OK, Indonesien Samboja; 00°59'S 116°56'0
118 X Xc X X W  Borneo, Sabah, Malaysia  Deramakot FR; 05°16'N 117°32'0
2051 X Borneo, Sabah, Malaysia  Luasong; 04°38.00'N 117°23.00'0
1986 x x Borneo, Sabah, Malaysia  Tawau Hills; 04°25'N 117°54'0
M. winkleriella T. C. - : . . oA ocp
WHITMORE 396 x X X wu W Borneo, Sarawak, Malaysia Mulu; Clearwater Cave; 04°02'N 114°55'0
399 x X Borneo, Sarawak, Malaysia Mulu; Clearwater Cave; 04°02'N 114°55'0
M. denticulata (BLUME) 223 x AD* Halbinsel Malaysia, Genting Highlands; Old Genting Road;
MULL. ARG. Selangor/Pahang, Malaysia 03°25'N 101°47'0
M. diepenhorstii (M1Q.) - Halbinsel Malaysia, Selangor, )
MOULL. ARG, 456 x x WU D' Maaysia Ulu Gombak; Gombak
205 X % Halbinsel Malaysia, Selangor, |, Gombak; 03°19'N 101°450
Malaysia
M. beillei PRAIN 222 ! wU B  Afrika, Elfenbeinkiste unbekannt
M. ferruginea BAKER 231 ! WU  C' Afrika, Elfenbeinkiiste unbekannt
M. inermis PAX & K. HoFM. 547  x L n¢ NeuGuinealrianJaya, \ypoan ing von Ayawasi; 01°14'S 132°120
Indonesien
- 3 Halbinsel Malaysia, Pahang, Cameron Highlands, Ringlet;
M. indica WIGHT 442 x | Malaysia 04°24'N 101°23'0
M. capensis (BAILL.) SMvar.
kilimandscharica (PAX)FRIS 525  x J  Afrika, Kenya Mt. Kenya

& GILBERT

Gudrun Banfer

23



Material und Methoden - Pflanzenmaterial

Art ID APYGV H Sekt Land Herkunft
M. costulata PAX & HOFFM. 362 X wuU F  Borneo, Sabah, Malaysia  Kinabalu NP, PHS; 06°02'N 116°42'0
! Halbinsel Maaysia, Pahang, Cameron Highlands, Tanah Rata;
M. heynei I.M. JOHNSTON 446 X Xc X F Malaysa 04°27N 101°22'0
M. kinabaluensis AIRY 1AW 384  x ¥ Borneo, Sabah, Malaysia Kinabalu NP, Head Quarter
M. mauritiana BOEREX 905 x KAS M* Mauritius unbekannt
M. oblongifolia BAILL. 234 O*  Afrika, Elfenbeinkiste unbekannt
M. lowii KINGEX HOOK.F. 463 Borneo, Sabah, Malaysia  Tawau Hills; 04°25'N 117°54'0
PR®  Halbinsel Malaysia, Negeri . .
225 X Sembilan, Malaysia Pasoh FR; 02°59'N 102°19'0
M. lowii var. kostermansii 4 : Sungal Wain Protected Forest;
AIRY SHAW 1149 x L PR® Borneo, OK, Indonesien 01°05'S 116°49'0
M. praestansAIRY SHAW 224 ! PR® Borneo, Sabah, Malaysia Kinabalu NP, PHS; 6°03'N 116°41'0
M. rarispina WHITMORE 1510 X L PR® Borneo, OK, Indonesien (I;’il’slgrlllutlagollieéau Concession;
o repando-dentata AIRY 4511 x L PR’ Bomeo, OK, Indonesien  PT-ITCI Concession; 00°57'S 116°19°0
X'égon'fera (ZOLL)MULL. 219 L Borneo, OK, Indonesien  Bukit Bangkirai: 01°01'S 116°52'0
461 X Xc X S Borneo, Sabah, Malaysia ~ Tawau Hills; 04°25'N 117°54'0
211 x X Halbi nsgl Malaysia, Selangor, Ulu Gombak, 30 km NO von Kuala Lumpur
Malaysia
M. recurvata GAGE 26 x KAS Borneo, Brunei Labi Road; 01°01'S 117°01'0
S . . .
136 X Xp Borneo, Sabah, Malaysia gg,g%lﬂl I?#%S":ga R oh;
M. tanarius(L.) MULL.ARG. 28 Xa KAS Borneo, Brunei Bandar Seri Begawan; 04°56'N 114°56'0O
1532 x L TAS Borneo, OK, Indonesien Samboja; 00°59'S 116°56'0
448 x X Halbinsel Malaysia, Pahang, Cameron Highlands, Tanah Rata;
¢ Malaysia 04°27'N 101°22'0
M. trichocarpa (REICHB.F. & 3 ; ; Feaie 01001 ogo
ZOLL.) MULL. ARG 1540 X L TA® Borneo, OK, Indonesien Bukit Bangkirai; 01°01'S 116°52'0
Xﬁéonaceae(BAlLL') MUl gg17  x L Neukaledonien N. Dumbese Valley
M. Suwo WHITMORE 539  x* L Neu Guinea, Irian Jaya,  \jsrlich von Ayawasi; 01°14'S 132°12'0
Indonesien
Mallotus eucaustus AIRY : PT-Inhutani | Berau Concession;
AW 1604 x L Borneo, OK, Indonesien 01°56'N 117°14'0
- " - -
Mallotus florllbundus 333 x Halbi ns_el Malaysia, Selangor, Ulu Gombak: 03°19N 101°45'0
(BLUME) MULL. ARG. Malaysia
Mallotus griffithanus : PT-Inhutani | Berau Concession;
(MULL.ARG.) HOOK F. 1610 x L Borneo, OK, Indonesien 02°02'N 117°08'0
Mallotus lackeyi ELMER 1613 2 L Borneo, OK, Indonesien PT-ITCI Concession; 00°57'S 116°19'0
1634 2 L Borneo, OK, Indonesien PT-ITCI Concession; 00°48'S 116°23'0
Mallotus macrostachys M1Q. 1641 L Borneo, OK, Indonesien Bukit Bangkirai; 01°01'S 116°52'0
Mallotus miquelianus g6 L Borneo, OK, Indonesien  PT-ITCI Concession; 00°51'S 116°19'0
(SCHEFF.) BOERL.
Mallotus paniculatus (LAM.) Halbinsel Malaysia, Negeri . Aot o pr
MULL. ARG, 412 X Sembilan, Malaysia Johol; 02°35'N 102°16'0
Halbinsel Malaysia, Selangor, . 2010 orE
334 X Maaysia Ulu Gombak; 03°19'N 101°45'0
Mallotus peltatus (GEISELER) 1 g5 L Borneo, OK, Indonesien ~ PT-ITCI Concession; 00°48'S 116°230
MULL. ARG.
X'F?'G' otuspenangensis MULL. 1 755 L Borneo, OK, Indonesien ~ PT-ITCI Concession; 00°57'S116°19'0
Mallotus wrayl KINGEX g5 42 L Borneo, OK, Indonesien  PT-Inhutani | Berau Concession
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B.2 Methoden

B.2.1 Aufbewahrung der Pflanzenproben

Zur Konsarvierung der DNA wurde ein Tell eines Blattes oder, wenn es sch um junge
Bléter handdte, en ganzes Blatt moglichs unmittelbar nach dem Abenten im Gdande
mit Hilfe von SlicaGe getrocknet (Chase und Hills, 1991). Nach der Ankunft des
Blattmaterials im Labor wurde die DNA entweder sofort isoliert, oder die Bléter wurden
zur welteren Aufbewahrung be -80°C eingefroren. Die schndle Trocknung im Fed ist
notwendig, da eine langsame Trocknung des Blattgewebes, kombiniert mit eventudl
engeretenen Veleazungen zur Ansammlung phenolischer  Verbindungen fuhren  kann.
Diese haben haufig negative Auswirkungen auf die Ausbeute und Quditdt einer DNA-
Praparation (Jobes et al., 1995; Loomis, 1974).

B.2.2 DNA-Isolation und DNA-Aufreinigung

Die DNA wurde nach ener Standardmethode unter Verwendung des Detergens
Cetyltrimethylammoniumbormid  (CTAB) isdliet (Wesng et al.,, 1995). Um den
negativen Auswirkungen von Phenolen und Phenoloxidasen zu begegnen, wurden dem
CTAB-Extraktionspuffer 3-Mercaptoethanol und Polyvinylpyrrolidon (PVP-40) zugesetzt.

L Osungen:
CTAB- Extraktionspuffer:
20%  (w/v) CTAB

14M NaCl
01M Tris-HCI pH 8.0
20mM  EDTA

0,2% [3-Mercaptoethanol (MET)
10% Polyvinylpyrrolidon (PVP; MG = 40.000)
MET erst unmittelbar vor Gebrauch zugeben.
24:1 Chloroform/lsoamylakohol
100 % | sopropanol

70 % Ethanol
100 % Ethanol
1x TE-Puffer:

10mM  Tris-HCI

1mM  EDTA; pH 8.0
RNA se- Stammlésung (20 mg/ml)
5M NaCl

Jeweils 20-30 mg getrocknetes Blatmaterid wurden entweder mit Mérser und Pidtill oder
mit ener Kugdmihle (RetschhMM300®) zerkleinert. Das resultierende Pulver wurde in
400 - (bzw. 500l bei Vewendung der Kugedmihle) CTAB-Puffer aufgenommen und
be 60°C fur 30min inkubiert. Nach der Zel-Lyse wurde das Gemisch mit derselben
Menge Chloroform/lsoamylakohol (24:1) versetzt und fir 10 min geschwenkt. Die dabel
entdandene Emulson wurde anschlielfend fir 15min be 9000 rpm zentrifugiert. Alle
hydrophoben Stoffe bleiben bei diesem Vorgang in der unteren, organischen Phase. Die
obere, wéssrige Phase wurde vordchtig abgenommen, zur Fdlung der DNA in en anderes
Reaktionsgefd3 Uberfiihrt, mit 0,6 Vol. Isopropanol versatzt, vordchtig gemischt und die
gefdlte DNA fir 15min bei 15.000 rpm abzentrifugiert. Wenn bel der DNA-Falung keine
fadigen Strukturen dchtbar waren, wurde das Gemisch zunéchst fir 30 min bis zu
mehreren Stunden ba —20°C aufbewahrt und erst anschliefiend zentrifugiert. Das Pdlet
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wurde mit 70 %-igem Ethanol gewaschen, erneut fir 15min bel 15.000 rpm zentrifugiert,
getrocknet und in 500 Il TE-Puffer (meist Uber Nacht) resuspendiert.

Am n&hden Tag wurde die DNA-Prgparation mit 05y RNAseStammidsung
(A10mg/ml) versstzt und fir 2h bel 37°C inkubiet. Zur Falung und Entfernung von
Polysacchariden wurde die DNA-LGsung anschlielZend mit 0,35Vol. 100 %igen Ethanol
unter niedriger Sdzkonzentration (025 M NaCl) gemischt und for 10min auf Es
inkubiert (Michads et al. 1994). Nach ener Zentrifugation fir 10min be 9000 rpm
(Entfernung  der  ausgefditen  Polysaccharide) wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefd3 Uberfihrt, mit 1Vol. 100 % Isopropanol versetzt, vorschtig gemischt und
die DNA fur 15min bel 15.000 rpm abzentrifugiert. Das DNA-Pelet wurde mit 70 %
Ethanol gewaschen (so0.), zur dauerhaften Aufbewahrung in 50-100 Wl TE Puffer gdogt
und bel —80 °C gelagert.

Zur Besimmung der DNA-Konzentration wurde ein Aliquot der DNA-LGsung mit
Elektrophorese- Auftragspuffer versetzt und auf enem 0,8 %igen Agarose-Gd  aufgetrennt
Die DNA-Konzentrationen wurden durch Vegleach mit | -DNA unterschiedlicher
K onzentrationen abgeschéizt.

Einige Proben, die im weiteren Verlauf der Untersuchungen Probleme bel der PCR-
Amplifizieeung  zegten, wurden  zusizlich  mit  unlédichem  Polyvinylpyrrolidon
(PolyclarAT ©) behanddt. Hierzu wurden 15pu DNA mit 1l PolyclarAT (200 mg/mi)
versgtzt, fir mindestens eine Stunde inkubiert, zentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und fUr die weiteren Versuche eingesetzt.

Fur Herbarproben wurde dternativ auch die Sodium Dodecyl-Sulfat (SDS)-Methode nach
Jobes et al. (1995) vewendet. Das gemdrserte Pflanzenmaterid wird dabel zundchgt in
enem Puffer sugpendiert, der 2% PVP enthdt, jedoch keine Detergentien. Die Zdlkerne
bleben in diesem Puffer intakt, werden dozentrifugiet, und der cytoplasmatische
Uberstand wird verworfen. Im nachsten Schritt wird dem Pelet éin SDS-hdtiger Puffer
hinzugefligt, wodurch die zdluld&en Membranen enschliedich der  Zdlkernmembran
lysert und die DNA freigesstzt werden. Einige DNA-Proben wurden mit Hilfe des
DNeasy Plant DNA-Isolation Kits (QIAGEN) isoliert, wobe nach Herstellerangaben
verfahren wurde.

Da die aus Herbarproben isolieten DNAs in fast dlen Félen stark degradiert waren,
konnten se nicht ohne welteres fir die phylogenetischen Analysen eingesetzt werden. Aus
diessm Grunde wurde eine Reparaturmethode angewandt, wie se von Pusch et al. (1998)
fur préhigtorische DNA empfohlen wird. Die Methode wurde gemél3 den dortigen Angaben
durchgefiihrt. Hierbel werden zunéchst bel der degradierten DNA (ca. 20 ng) die eventudl
vorhandenen Licken mit Hilfe der DNA-Polymerase | aus E. coli neu synthetisert und
anchlief¥end die Einze strangbruchstellen mittels der Ligase T4 geschlossen.

B.2.3 Agarose-Elektrophorese

Genomische DNA-Proben wurden auf 0,8% Agarosegelen, PCR-Fragmente auf 1,5%
Agaosegden nach Standardmethoden  dektrophoretisch  aufgetrennt und  mit
Ethidiumbromid angefarbt (Sambrook und Russell, 2001). Dazu wurden die folgenden
L Osungen verwendet:
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Tris-Borat-EDTA-(TBE-)Puffer

0,5x 1x “Long Run” 1x
Tris 45 mM 90O mM 134 mM
Borat 45 mM 90O MM 45 mM

EDTA-Na+ (pH80) 1mM  2mM  25mM

DNA-Auftragspuffer fir Agarose-Gele

Glycerin 40%
Bromphenolblau 0,1 % (w/v)
Xylencyanol 0,1 % (w/v)

B.2.4 Elektrophorese und Detektion von DNA-Fragmenten auf
einem automatischen DNA-Sequenzierer (LI-COR 4200)

Fir die hochauflésende Auftrennung von DNA-Fragmenten mit enem automatischen
Sequenzierer (LI-COR 4200 IR?, LI-COR Inc., Lincoln, Nebraska) wurden 0,2 mM dinne
Polyacrylamid-Gele  (PAA-Gde) engestzt, die je nach Anwendung unterschiedlich
konzentriert bzw. zusammengesetzt waren. Fir die AFLP-Andysen (wurde die Ge-Matrix
aus Sequagd XR (Nationa Diagnogtics, Atlanta) angefertigt (Losungen su.). Hierbe
wurden sowohl 25 cm ds auch 41 cm-Gele verwendet. Die Sequenzierprodukte des atpB-
rbcL-Locus (Sehe B.2.6.2) wurden auf 66 cm langen Gelen mit ener 3,75 %igen Long
Ranger-Gematrix (Cambrex Bio Science) aufgetrennt; die Sequenzierresktionen der
wesentlich kirzeren ccmp-Loci dagegen auch auf 41 cm-Platten mit Sequagd XR. Die 25
und 41-cm Gele wurden dabel bis zu dreimal neu beladen.

Bad dem LI-COR-Sequenzierer handdt es dch um enen sogenannten Plattent
Sequenzierer. Die Loésung fir das PAA-Gd wird zwischen zwel Platten gegossen und ein
Hafischzahn-Kamm engesetzt. Nach ca 2h ig¢ das Gd polymerisget, und die
Elektrophorese kann begonnen werden. Die aufzutrennenden DNA-Fragmente trugen ene
Huoreszenzmarkierung. Der LI-COR-Sequerzierer bestzt die Moglichkelt, Fluoreszenzen
in zwel verschiedenen Welenldngen zu messen. Die beiden verwendeten FHuorochrome
emittieren Licht diesr Wdlenléngen: IRDye/00 mit ener Emisson ba 710nm und
IRDyeB00 mit ener Emisson bel 819 nm. Dadurch konnen in enem enzigen Gdlauf zwe
Versuche parale durchgefiihrt werden.

Fir die Quditd der Auftrennung der Fragmente snd drel Faktoren von besonderer
Bedeutung: (1) die Dicke des Gds (je dinner, desto schneller der Lauf und desto schéarfer
die Banden), (2) die angdegte Spannung (je héher, desto schndler der Lauf) und (3) die
Lange des Géds (je langer, desto hoher die Trennleistung). Die Schéarfe der Banden auf
Hohe der Lasgrabtastung ist auch abhéngig von der Geschwindigkelt, mit der die
Fluoreszenz durch das Gerdt detektiert wird. Die Lesegeschwindigkeit muss umso
langsamer sain, je langer das Gel ist. Die Spannungen und Stromstérken bei den enzenen
Gdgrofeen wurden 0 angdegt, wie es vom Hegdler angegeben und im Geréd
programmiert war.

Vor dem Auftragen auf das Ged wurden die Proben mit einem Ladepuffer im Verhdtnis
1:2 gemischt. Der im Ladepuffer enthdtene Farbstoff ist pogtiv gdaden und lauft somit in
enem dektrischen Fdd in die entgegengesetzte Richtung zur DNA. Dies hat den Vortel,
dass be da Deektion der Sgnde kene vom Ladefarbgtoff stammenden
»Phantomsgnae’ die Auswertung stéren. Die kurzen Gele wurden Ublicherweise mit 0,5 x
TBE und die langen Gele mit einem 1 x Long Run-Puffer (Sehe B.2.3) aufgetrennt.
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LGsungen:
Sequagel XR (Nationa Diagnogtics, Atlanta)
Lésung Stammkonzentration  Menge
Sequagel XR 6% 28ml
Sequagel XR-Puffer 7m
Ammonium-Persulfat (APS) 1 mg/ml 400 pl

Long Ranger (Cambrex Bio Science)

De Long-Ranger sdlt eine 50 % Fertiglosung dar, die nur noch mit Harngoff und dem

Puffer gemischt werden muf3.
Long Ranger 3,75%
Harnstoff ™
1x

»Long Run“-Puffer

45ml
2529

Tris-Borat-EDTA-(TBE-)Puffer fir PAA-Gde

1x “Long Run” 1x

Tris 90O mM 134 mM

Borat 90 mM 45 mM

EDTA-Nat+ (pH 8,0) 2mM 25mM

DNA-Auftragspuffer fir PAA-Gde

Formamid 98 %
EDTA 10mM
0,025 %

Pararosanilin bzw. basisches Fuchsin

28
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B.2.5 AFLP-Analyse

Die AFLP-Andyse wurde gemd?3 der von Debener und Mattiesch (1990) beschriebenen
Vaiante durchgefuhrt. Zum Prinzip der AFLP-Methode vgl. Kapitd A.3.2. Im Gegensaiz
zu der Origindbechrelbung von Vos etal. (1995) wurden nur 250ng DNA pro
Redriktionsverdauung  eingesetzt. Bel einzelnen Proben, die nur in begrenzter Menge
vorhanden waren, reduzierte sch dies aff 100 bzw. 50ng DNA. Um die Methode fir
Macaranga-Arten zu optimieren, wurden gegeniber dem Protokoll von Debener und
Mattiesch (1990) enige Anderungen vorgenommen. Auf Detals wird in den folgenden
Kapiteln hingewiesen.

B.2.5.1 Restriktion und Ligation

Im ersen Schritt wurde die genomische DNA mit den beiden Redtriktionsenzymen Hindlll
und Msel geschnitten. Glechzetig wurde an bede Enden de entstehenden
Redriktionsfragmente  ein  Adepter anligiet, der ds Prime-Zidssquenz  fir die
nechfolgenden PCRs diente.

Zur Hergdlung der Adapter wurden zunéchst die jewels zwe Oligonukleotide (oligol =
oberer Strang, oligo2 = unterer Strang) gemeinsam in A. bidest gdod, mit Hilfe enes

Heizblocks auf 85°C erhitzt und dort verbleibend langsam abgekiihlt. Sobald die Ldsung
Raumtemperatur erreicht hatte, wurden die fertigen Adapter bei —20 °C dauerhaft gelagert.

Pipettierschema fir den Msel Adapter:

Menge Volumen
Msel oligol 10 nM (=49,3 ug) 16,0l
Msel oligo2 10 nM (=42,1 ug) 14,0ul
H20 ad 200 pl

Dea featige Msel-Adapter hat eine Endkonzentration von 50 pmol/ul (=50 uM) und die
folgende Konformation;

5" - GACGATGAGICCTGAG 3’
3" - TACTCAGGACTCAT- 5"

Pipettierschemafir den Hindlll Adapter:

Menge Volumen
Hindlll oligol 1nM (=5,1 ug) 43l
Hindlll oligo2 1nM (=5,5ug) 45l
H20 ad 200

De fetige Hindlll-Adapter hat ene Endkonzentration von 5pma/ul (=5pM) und die
folgende Konformation;

5" - CTCGTAGACTGCGTACC- 3°
3" CATCTGACGCATGGTCGA- 5°
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Als Puffer fir den RedriktiongLigationsansatz wurde der sog. RL-Puffer nach Williams
et al. (1990) verwendet und in 10fach konzentrierter Stamml 6sung angesetzt:

10 x RL-(Redriktions- und Ligations-) Puffer, pH 7,5

Endkonzentration

Tris-HCl 100 mM
MagnesiumAcetat (MgAc) 100mM
KaliumAcetat (KAC) 500 mM
Dithiothreitol (DTT) 50 mM

Der Puffer wird auf pH 7.5 eingestellt, sterilfiltriert,
aliquotiert und bei —20 °C aufbewahrt.

Der RedriktiongLigaions-Ansatz wurde nach folgendem Schema angesetzt und fir 16h
bel 37 °C inkubiert:

Stammlésung Menge Endmengebzw.
-konzentration
RL-Puffer 10x 3ul Ix
HindllI-Restriktionsenzym 10U/ 25u 25U
M sel- Restriktionsenzym 10U/ 25u 25U
HindllI-Adapter 5 pmol/ul os5ul 2,5 pmol
M sel-Adapter 50 pmol/ul os5ul 25 pmol
ATP (Adenosintriphosphat ) 10mM o6l 02mM
T4DNA-Ligase 2U/ 0,05 ul 01U
250 ng DNA
Aqua bidest Ad 30

Anschlielend wurden die Enzyme fir 20min bei 65°C inaktiviert. Zur Uberpriifung des
Erfolgs der Redtriktion wurde ein Aliquot von 5 pl abgenommen und auf einem 1,5 %igen
Agarose-Gd aufgetrennt.

B.2.5.2 Praamplifikation

Fur die Préamplifikation wurden folgende PCR-Komponenten zusammengegeben und gut
gemischt:

Stammldsung Menge  Endkonzentration
Tris-HCI (pH 8.4) 200mM 5ul 20mM
KCl 500 mM 5ul 50 mM
MgCI2 50 mM 15u 15mM
HindllI-Primer 50 ng/pl 15ul 1,5 ng/ul
M sel-Primer 50 ng/pl 25ul 2,5 ng/pl
dNTPs 25mM 4ul 200 uM
Tag-Polymerase rekombinant (Invitrogen) 5U/ul 02ul 1U
Verdaute und ligierte DNA 5ul
Aqua bidest Ad50

Die Praamplifikation wurde generdl mit nur einer sdektiven Base durchgefiihrt, wie es sich
fir komplexe Genome ds vortelhaft herausgestellt hat (Vos et al., 1995). Als sdektive
Base wurde bel den Hindlll-Primern immer Adenin (A) verwendet, bel den Msel-Primern
entweder Adenin oder Cytosn (C). De Préaamplifikations-Ansatz wurde auf einem
Biometra T6- oder einem Biorad-Thermocycler mit ener Hezrale von 0,8°C/s mit
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folgendem Programm durchgefiihrt. Zur Uberprifung der Préamplifikation wurden jewels
10 pl Amplifikat auf eénem 1,5 %igen Agarose-Gel aufgetrennt.

Schritt 1-3 fur 20 Zyklen

1. Denaturierung 30s 94°C
2. Anlagerung 30s 60 °C
3. Kettenverlangerung 60s 72°C

B.2.5.3 Selektive Amplifikation und Auftrennung der AFLP-Fragmente

Fir die sdektive Amplifiketion wurden in der gleichen Resktion zwe unterschiedlich
markierte Hindlll-Primer eingesetzt. Dadurch konnten zwei Ansdize auf dem gleichen Ge
andyset werden (Myburg et al.,, 2001). Fir die PCR wurden folgende Ingredienzien
zusammenpipettiert:

Stammlésung Menge  Endkonzentration
TritonX-100® 100% 0,03 ul 0,3%
Tris-HCI (pH 8.4) 200 mM 1 20mM
KCl 500 mM lul 50 mM
MgCI2 50 mM o4ul 20mM
M sel-Primer 50 ng/pl 0,6l 3,0ng/l
dNTPs 25mM o8ul 200 uM
Tag-Polymerase 50 U/l 0,05l 025U
rekombinant (Invitrogen)
Hindl I1-IRD700-Primer 2,0 ng/ul 154 0,30 ng/pl
Hindl11-IRD800-Primer 2,0ng/ul 19u 0,38 ng/ul
1:10 verdiinntes 25ul

Préamplifikationsprodukt

die Reaktion wurde mit A. bidest auf 10 pl aufgefillt

Fur die Amplifiketion wurde en ,touch down"-Progranm verwendet, wobel in den ersten
12 Zyklen die Temperatur der Kettenanlagerung pro Zyklus um 0,7 °C abgesenkt wurde.
Die Ergebnisse der Optimierungsversuche snd im  Ergebnigel genauer dargestelt
(C.1.2.3).

Schritt 1. bis 3. fur 12 Zyklen

1. Denaturierung 30s 9 °C
2. Anlagerung * 30s *65 bis57 °C
3. Kettenverléngerung 60s 72°C
Schritt 4. bis6. fur 35 Zyklen

4. Denaturierung 30s 9 °C
5. Anlagerung 30s 56 °C
6. Kettenverléngerung 60s 72°C

* touchdown um -0,7°C pro Zyklus

Die Produkte aus der sdektiven PCR wurden mit DNA-Ladepuffer im Verhdtnis 1.3
gemischt, denaturiert und auf dem LI-COR dektrophoretisch aufgetrennt. Die Auswertung
der Bandenmugter erfolgte wieim Kapitel B.2.7.1 beschrieben
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B.2.6 Chloroplasten-DNA-Sequenzierung

B.2.6.1 Amplifikation nichtkodierender Chloroplastensequenzen

In der Tedphase der Chloroplasten Sequenzierungsexperimente wurden verschiedene
Primerpaare aus der Literatur herausgesucht. Besonderes Augenmerk lag
hierbe auf nichtkodierenden Regionen mit ener PCR-Fragmentgrole zwischen 500 und
1000 bp. Die 12 Lod, die im Rahmen von Pilotsudien Uberprift wurden, snd in Tabdle 3
zusammengefasst.

L,universdle

Tabdle 3:

Ubersicht

der

verwendeten  Primer-Kombinationen

fur

die PCR-Amplifizierung

nichtkodierender Chloroplasten-Regionen. Zur néheren Erlauterung der Reaktionsansdtze A bis E siehe

Tabelle 4.
Locus Primer-Sequenz Grole iGattung Ansatzil iteratur
atpB-rbel. f:5' - GAAGTAGTAGGATTGATTCTC- 3' & gag iy cine D iXuetal. 2000
r:5 - CAACACTTGCTTTAGICTCTG- 3'
ndhD-ndhE f:5" - GAAAATTAAGGAACCCGCAA- 3 576 bp.Glycine C  Xuetal, 2000
r: 5 - TCAACTCGTATCAACCAATC
psbA-trnH f:5" - GTTATGCATGAACGTAATCCTC- 845 1y sgh i paconia D isagetal. 1997
r: 5" - CGCCGCATGGTGGATTCACAAATC- 3
f:5 - AGATGTTTTTGCTGGTATTGA- 3' .
psbB-psbH I 5 - TTCAACAGTTTGTGTAGCCA. 3" 576 bpiGlycine C iXuetal., 2000
Nicotiana
psbl-trnS f:5' - GATCCCGGACGTAATCCTG- 3' . : o
(ccmp2) [ 5 - ATCGTACCGAGGGT TCGAAT- 3° 150-234 bp: Lyc.or.)e.rscon E iWeising & Gardner, 1998
Actinidia u.a
. CAAAGCAZ , Caryophyllaceae,
rpsi6-Intron o STeETA e ~31800-900bp:Tribus Silenese g Oxémanetal, 1997
5 - TGOGGATCGAACATCAATTGCAAG- 3 Oleacene Wallander & Albert, 2000
trnL(UAA) Intron f: 5" - CATTACAAATGCGATGCTCT - 3 483 bpiEchium, Lobostemoni A iTaberlet et al., 1991
r: 5 - TCTACCGATTTCGCCATATC- 3'
trnL (UAA)- f:5" - CGAAATCGGTAGACGCTACG- 3 360 bpiEchium, Lobostemoni A iTaberlet et al., 1991
trnF(GAA) r:5' - GGGGATAGAGGGACTTGAAC- 3'
trnQ-trnS f:5" - ACCAAAACCCGTTGCCTTAC 3' 1200 bpiMacaranga D iHeidsieck, 2002
r: 5 - ATCGTACCGAGGGTTCGAAT- 3'
f: 5" - GATTAGCAATCCGCCGCTTT- 3' .
trnStrnG I 5 - TTACCACT CTATACCCGE. 3" 477 bpiGlycine C iXuetal., 2000
trnT (UAA)- f:5' - GGTTCAAGTCCCTCTATCCC- 3' .
660 bpiEchium, Lobostemon A iTaberlet etal., 1991
trnL(UAA) r:5' - ATTTGAACTGGTGACACGAG- 3' P
Nicotiana,
f: 5" - CGATGCATATGTAGAAAGCC- 3' 2 -
ycf3-Intron (ccmpb) [ 5 - CATTACGTGCGACTATCTCC: 3° 93-106 bp! ,I&)é(t:.%?;r: Eo;, E iWeising & Gardner, 1998

Bea dlen angegebenen Amplifikationsprotokollen wurde ene Hot-Start-PCR - ausgeftihrt,
indem die Proben auf Eis vorbereitet und bei 85 °C in den Thermocycler gestelt wurden.
Als Thermocycler wurden entweder der Biorad iCycler oder der Biometra T6-Cycler
verwendet. Die Resktionen wurden bel maximder Heiz- und Kihlrate durchgefihrt (5 bzw.
3°Clsg). Wenn nicht anders angegeben, wurde die Amplifikation nach dem fir den
jeweiligen Locus in der Literatur angegebenen Protokoll durchgefiirt. Die Resktions-
ansétze fUr die einzelnen Protokolle (A bisE) snd in der Tabelle 4 aufgefihrt.
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Tabelle 4: Ubersicht der fir die Amplifikation nichtkodierender cpDNA-Bereiche
verwendeten PCR-Ansdtze A (nach Taberlet et al., 1991), B (nach Wallander und Albert,
2000), C und D (nach Xu et al., 2000; D as Variation) und E (nach Weising und Gardner,
1999). BSA und DM SO wurde nur bei atpB-rbcL zugesetzt (*). Die Reaktionen wurden, wenn
nicht anders angegeben, in 25 pl-Ansétzen durchgefihrt.

Stammldsung A B C D E
trnT-trnL | rpsl6-Intron| psbB-psbH | atpB-rbcL psbl-trnS|
trnL-Intron trnStrnG| psbA-trnH|  ycf3-Intron
trnL-trnF ndhD-ndhE| trnQ-trnS
Endkonzzentration
Tris-HCI (pH 8.4) 200 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM
KCl 500 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
MgCl 50 mM 3 mM 2 1,5mM 1,5mM 2,5 mM
dNTPs 2,5 mM 200 M 100 pM 100 pM 100 pM 100 pM
Primer 5uM 1M 0,2 M 0,25 M 0,25 M 0,5
Primer 5uM 1M 0,2 M 0,25 M 0,25 M 0,5
DMSO 100 % - - *5 % -
BSA 20 po/ul - - -1 *04 pg/ul
Tag-Polymerase 5,0 Uil 05U 05U 05U 15U 1U
rekombinant auf 50
(Invitrogen)

Die Andyse des intergenischen Bereichs zwischen atpB und rbcL wurde mit enigen
Modifikationen nach den Vorgaben von Xu et al. (2000) durchgefihrt (PCR-Ansatz D).
Zum enen wurde die Spezifitd der PCR durch en ,touch down®-Programm wéahrend der
egen 13 Zyklen erhdht (so.), zum anderen wurden Dimethylsulfoxid (DMSO) zur
Sabiliserung der Primerbindung und BSA  (Rinderserumabumin)  hinzugefiigt. Als Primer
wurden sogenannte |, tailed-Primer* verwendet. Diese enthdten am 5'-Ende der eigentlichen
Primer-Sequenz eine pezidle Nukleotid-Abfolge der M13-DNA. Diese M13-Sequenz dient
be der anschlieffenden Sequenzierung as Bindemotiv fir die Sequenzierprimer. Wenn die
PCR-Regktion as Vorbereitung fir die Sequenzierung diente, wurde se in enem Volumen
von 50 pl (angtelle von 25 pl) durchgefihrt

1. Eingangsdenaturierung 50min AU-e°C
2. Eingangs-Anlagerung 50min 60 °C
Schritt 3. - 5. fur 13 Zyklen

3. Denaturierung 1,0min 94°C
4. Anlagerung 15min 59-49°C
5. Kettenverléngerung 30min 67°C
Schritt 6. - 8. fur 17 Zyklen

6. Denaturierung 1,0min AU-°C
7. Anlagerung 15min 51,1°C
8. Kettenverlangerung 30min 67 °C
9. Finale Kettenverlangerung 50min 67°C

B.2.6.2 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde nach der Kettenabbruch-Methode von Sanger et al. (1977)
durchgefiihrt. Durch den Einsatz von zwei mit unterschiedlichen FHuorochromen (IRDye700
und IRDye800) markierten Primern fir die Hin- und Rickresktion konnten beide im
gleichen Resktionsansatz  kombiniet  werden  (Multiplexing). Be  enem  solchen
bidirektionden ,Cycde Sequencing® mit ener thermostabilen Sequenase wird wesentlich
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weniger DNA bendtigt ds be der Verwendung nur eines Primers. Fir die Sequenzierung
der beiden ccmp-Loci wurden diesdben Primer wie be der vorausgegangenen PCR
verwendet. Die PCR des atpB-rbcL-Locus wurde mit enem Primer durchgefuhrt, der eine
M13-Sequenz am 5-Ende trug (,tal*). Fir die Sequenzierung konnte daher en M13-
Primer verwendet werden. Um gut lesbare Sequenzen zu erhaten, mussten die atpB-rbcL-
PCR-Produkte vor der Sequenzierung aufgereinigt werden. Dies efolgte mit Hilfe des
»Mini-PCR-Purification-Kits' (Qiagen) nach den Angaben des Herstdlers. Sofern es nicht
anders gekennzeichnet ist, wurden samtliche Sequenzierungen der Chloroplasten Regionen
mit einer Zwe-Schritt-PCR (su.) und dem ,Thermo Sequenase Primer Cycle Sequencing”-
Kit (Amersham Phamacia Biotech) entsorechend den Angaben des Hergdlers
durchgefiihrt. Zu dem Ansatz wurden etwa 100 ng DNA aus der vorhergehenden PCR und
jewals 3 pmoal der beiden Primer hinzugefUigt.

Die Sequenzierungsresktion wurde mit folgendem Protokoll durchgeftihrt:

1. Eingangsdenaturierung 5mn 95°C
Schritt 2. — 3. fur 20 Zyklen

2. Denaturierung 45sec 95°C
3. Anlagerung und 3min 58°C

Kettenverléngerung

Im Anschluss an die Sequenzierresktion wurden je Resktion 6 pl  denaturierender
Auftragspuffer zugefigt (vgl. Kapitd B.2.4), die Ansdtize fir 5min be 85°C denauriert
und anschlielfend auf Eis gdagert. Je en Aliquot von 05u wurde auf das PAA-GH
aufgetragen. Die Elekirophorese wurde mit dem mitgdieferten Programm eSeq v2.0 (LI-
COR) gesteuert und gedtartet. Mit Hilfe dieses Programms erfolgte auch die Sequenzierung
der Hin- und Ruckresktionen. Das Alignment des Vorwarts- und Rickwértsstranges wurde
mit dem Progranm AligniR v12 (LI-COR) esdlt und abschliefend die komplette
Sequenz des Locus manudl editiert, um eventud| aufgetretene Fehler zu korrigieren.

Wdrend der Rlotdudien wurden auch enige Sequenzierungen zur Andyse an @n
Savicdabor vergeben. Die Auftrennung  efolgte dort adf enem automaischen
Sequenzierer vom Typ ABI 3700, fir die Sequenzierresktion wurde der ,BigDye
Terminator Kit* (PE Biosysems) verwendet. Es wurde nur jewells ein Primer pro Resktion
eingesetzt und der entsprechende Locus nur in einer Richtung sequenziert. Fir die Resktion
wurden gemd3 Herdellerangaben je 4 pl ,, Terminator Reaction Mix* in enem 10 h-Ansatz
gegeben, wobei auch hier etwa 100 ng PCR-Produkt zugefligt wurden.

Die Sequenzierresktion wurde bel einer Heizrate von 1°C/sek. auf einem Biometra T6 -
Thermocycler durchgefiihrt. Dazu wurde folgendes Programm verwendet:

1. Eingangs-Denaturierung 1min 95°C
Schritt 2. - 4. fur 25 Zyklen

2. Denaturierung 10 sek 95°C
3. Anlagerung 10 sek 58°C
4, Kettenverlangerung 4min 60°C
5. Finale Kettenverlangerung 10min 60 °C

Be der Vewendung enes ABI-Sequenzierers mussten die Sequenzierprodukte vor der
Auftrennung generdl  gerenigt werden, um  Kontaminationen mit  verbliebenen,
fluoreszenzmarkieten  ddNTPs  zu  vermeiden. Dazu  wurden den  fertigen
Resktionsprodukten 30l A. bidest und 60 ul 100% Isopropanol zugesetzt, kurz gemischt,
fur 15min ba Raumtemperatur (RT) die DNA gefdlt und anschlieiend fir 20min ba RT
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und 15.000 rpm (Eppendorf 8404R) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die
DNA mit 250l 75% Isopropanol gewaschen, fur 10-15 min in der SpeedVac getrocknet
und anschlief?end in 20 J-HPLC-Wasser (Roth) resuspendiert. Die Proben wurden in dieser
Form an das Sequenzierlabor verschickt, wo se vor dem Auftrag auf den ABI-Sequenzierer
fir 10min ba 95°C denauriert wurden. Die Sequenzdaten wurden von dem Servicelabor
in elektronischer Form zur Verfiigung gestd|t.

B.2.7 Datenauswertung

Be da  phylogendtischen  Auswertung von  bindklen  AFLP-Matrizen  oder
Sequenzdatensétzen gibt es vom Prinzip her zwe  unterschiedliche Vorhergehensveisen,
um die durch molekulare Daen nahegdegten Vewandischaftsverhdtnisse in Form o
genannter Dendrogramme darzugtellen. Die eine Methode bedient sch unmittelbar der
Originddaten bzw. -merkmde, um mit Hilfe soezidler Algorithmen einen Sammbaum zu
erzeugen. Werden dabel nur gemeinschaftlich abgeleitete Merkmde (Synapomorphien) der
Berechnung zugrundegdlegt (Kladistik), dann entstehen sog Kladogramme, die auch as
Phylogramme bezeichnet werden. Bel der zweiten, ds numerische Taxomonie oder auch
Phanetik  bezeichneten Herangehensweise werden auf Grundlage der  (molekularen)
Merkmade zundchst paarweise  Ahnlichkeiten zwischen den Taxa berechnet. Die
resltierenden  Ahnlichkeitss  bzw. Didanzmarizen kann man ebenfdls in  Baumform
graphisch dargdlen, in diesem Fdl entdehen sog. Phanogramme. Phéanogramme snd
keine Stammbdume im egentlichen Sinne und soiegen somit keine Abfolge evolutiver
Schritte wider. Zur Abscherung der enzenen Vezwegungen in den Dendrogrammen
oder zur Beurteilung des Homoplase-Grades des Dendrogrammes konnen schliedich
verschiedene dtatistische Methoden wie z.B. , Bootsirgpping” eingesetzt werden (s.u.).

Die Andysen wurden mit folgenden Programmpaketen durchgefihrt: NTSYSpc © Version
2.10p (Rohlf, 1997), TREECON for Windows © Verson 1.3b (van de Peer und De
Wachter, 1994), PAUP 4.0b10 © (Swofford, 2002) sowie TCS Verson 1.13 (Clement et
al., 2000). In den folgenden Kapiteln werden diese Methoden im Einzelnen erl&utert.

B.2.7.1 Auswertung der AFLP-Daten

Die AFLP-Daen wurden sowohl phénetisch ads auch kladigisch (sehe hierzu B.2.7.2.2)
andydert. In beiden Fallen wurde ds erster Schritt eine binére Datenmatrix erzeugt.

B.2.7.1.1 Erstellung der bindren Matrix

Die Rohdaten der AFLP-Anadyse wurden habautomatisch ausgewertet. Zundchst wurden
die Bandenmugter mit Hilfe des Computerprogranms GenelmagelR © v4.02 (Scandytics,
Inc., Farfax) in ene bindre Datenmatrix Uberfihrt, wobel die Anweserhet ener AFLP-
Bande an ener bedimmten Gepostion mit ener ,1°, ihre Abwesenheit mit ener 0"
kodiet wurde. Die so gewonnenen Rohdaten wurden per Hand editiet. Unklare und
schwache Banden, sowie Banden mit daken Intengtésschwankungen Uber die
verschiedenen Taxa hinweg wurden nicht fir die Auswertung berlicksichtigt. Aufgrund der
Erfahrung, dass im niedrigen Molekulargewichtsbereich  haufig  atifizidle Banden
auftreten (elgene Beobachtungen und Potokina et al., 2002), wurden nur Banden > 50 bp
ausgewertet. Bel vereinzelten Prober/Primer-Kombinationen waren auf dem Ge Uberhaupt
keine Banden zu sehen. In diessm FAl wurden dle mit dieser Primerkombination
ezeugten Mekkmde ds ,fenlend® gewertet und mit ener ,4* kodiet (Sehe Anhang).

Gudrun Banfer 35



Material und Methoden - Datenauswertung

Vortests hatten gezeigt, dass das Hinzufligen vereinzdter ds ,4° gekennzeichneter
Mekmde be dem Daensaz keine entscheidenden Veranderungen der Dendrogramm-
Toplogie bewirkten.

B.2.7.1.2 Phanetische Analysen

Die bindgre 0/1-Marix wurde anschlieRend in eine Diganz- bzw. Ahnlichkeitsmatrix
Uberfiihrt. Pearweise Ahnlichkeiten (A) wurden mit Hilfe zweder unterschiedlicher Indizes
berechnet. Der erste Index berechnet sch nach der von Dice (1945) entwickelten und von
Ne und Li (1979) auf Redtriktionsfragment- L éngenpolymorphismen angewandten Formel

2nab
na + nb

Hierbel werden jeweils zwe Taxa a und b (auch ds OTUs, operationa taxonomical units
bezeichnet) miteinander verglichen. Die gemensam be a und b vorhandenen Banden
werden addiert () und die Summe mit zwea multipliziert. Das Produkt wird durch die
Summe dler in a (ny) und b (ny) vorhandenen Merkmae dividiert. Die relaive Ahnlichkeit
der beiden Taxa bzw. ihrer Bandenmusters bewegt sch zwischen 0 (keine gemeinsamen
Banden) und 1 (alle Banden identisch).

Der zweite Index zur Berechnung der Ahnlichkeit berunt auf dem Model von Jaccard
(1908). Dieser sogenannte Jaccard-Index (A ;) errechnet sich wie folgt:

A] — " nab-
na nb nab

Im Gegensatz zum Dice-Index (Ap) wird bel der Berechnung von A; die Anzehl dler
gemeinsam vorhandenen Merkmde (nw) nur einfach gewertet und durch die Summe der
Mekmde dividiert, die jewels nur be ener, nicht aer in beden OTUs vorkommen.
Haufig wird dtatt mit den Ahnlichkeiten (A) mit den Distanzen (D) gerechnet. Diese lassen
dch aus der vorher berechneten Ahnlichkeit durch die einfache Formd D= 1-A
bestimmen.

Die Ahnlichkeits bzw. Distanzmatrizen wurden anschlieRend graphisch ausgewertet und
in Form von Dendrogrammen dargestdlt. Die AFLP-Daen wurden hierbe  sowohl
kladigisch (sehe S. .38 ,Maximum Pasmony“-Andyse) ads auch phénetisch ausgewertet.
Be der Ergdlung der Phénogranme wurde sowohl das ,Neighbor Joining*-Verfahren ds
auch die UPGMA-Andyse eingesetzt.

Be da Vewendung des ,Neghbor Joining*-Verfahrens [NJ, (Saitou und Ne, 1987)]
werden die Taxa auf der Bads ihrer paaweisen Ahnlichkeéten mit Hilfe enes
hierarchischen Clugerverfahrens in  Gruppen zusammengefasst. Ausgangspunkt ist en
gernformiges Gebilde, an dessen Agen die dnzdnen OTUs dStzen. In mehren
aufeinanderfolgenden  Schritten werden jeweils zwei OTUs mit der geringden Digtanz
zueinander gesucht. Diese werden miteinander verbunden und zu einem neuen OTU
zusammengefasst. Im néchgten Schritt werden wieder die jewells néchgtdhnlichen OTUs
(,nearest neighbors’) gesucht und hinzugefligt. NJBaume snd sog. additive Baume, d.h.
die Adlangen geben die tasichlichen (genetischen) Diganzen der enzdnen OTUs
zueinander an. Meis wird en NJBaum as bewurzdter Baum dargestdlt. Zur Erstelung
der Wurzd wird in der Regd die Aul(engruppentMethode verwendet. Dazu werden ein
oder mehrere Taxa dem Daensaz hinzugeflgt, die nicht zur ,Innengruppe’ der
untersuchten Taxa gehoren, jedoch moglichst nahe mit dieser verwandt snd. Diese sog.

AD:
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Aulengruppe wird basd zu dlen anderen Arten gesatzt. Die AulRengruppe verleiht dem
Baum ene evolutive Richtung. Die NJAndyse der AFLP-Daen wurde sowohl mit dem
Programm TREECON as auch mit dem Programmpaket PAUP durchgefihrt (so.). Als
Ahnlichkeits-Indices wurden entweder der Dice-Index Ap oder der Jaccard-Index Aj zur
Berechnung herangezogen.

Eine dtenative Vorgehenswveise zur Erzeugung eines Phénogramms ist die UPGMA-
Cluser-Andyse [,unweighted par group method with aithmetic means® (Snesth und
Sokal, 1973)]. UPGMA-B&ume snd ultrametrisch, d.h. im Gegensatz zu NJMethode
werden kongtante Evolutionsraten fur dle Merkmae und Taxa vorausgesetzt. Wiederum
werden zunéchg die beiden OTUs mit der geringsten Distanz zueinander gesucht und zu
eéner neuen taxonomischen Einhet zusammengefasst. Die Digtanzen des neuen Paares zu
den verbliebenen OTUs werden arithmetisch gemittelt. Nun wird wiederum en Paar von
OTUs mit der groften Ahnlichkeit ausgewshlt und zu einer neuen Einheit miteinander
verschmolzen. Auf diese Weise werden die OTUs solange zu kontinuierlichen |, Clugern®
zusammergeschlossen, bis kein OTU mehr Ubrig is. Zur Bewurzelung des Phdnogramms
kann man sowohl die AulRengruppenmethode (s0.) ads auch das sog. ,,midpoint rooting*
vewenden. Im letzteren Fdl wird die Wurzd enfach an den Mittepunkt des
Dendrogramms angeschlossen. Die Berechnung der UPGMA-B&ume efolgte mit den oben
beschriebenen Indices und den Computerprogrammen NTSY Spc und TREECON.

B.2.7.1.3 Hauptkoordinaten-Analyse (,,principal coordinate analysis®, PCO)

Ahnlichkeiten zwischen Taxa kann man auch mit Hilfe von Ordinations-Methoden
graphisch  dargtellen. Die HauptkoordinatenrAndyse  (,principad  coordinate  andyss',
PCO) gdlt ene Vewandte der Hauptkomponenten-Andyse (,principad component
andyss’, PCA) da. Wéavrend be letzterer quantitative Daen in Form z.B. von
Alldfrequenzen in die Berechnung eingehen, werden be der PCO-Andyse symmetrische
Matrizen (z.B. paaweise Diganzen) ds Daen fur die Berechnungen verwendet (Gower,
1966). Die PCO folgt Gowers Annadhmen, en Set an Punkten fir n Enheten
(Akzessonen) in enem multidmensonden Raum zu finden, be der &nliche Einheten
nahe zusammen, verschiedene Einheiten weiter vonenander weg gruppieren. Die erde
Achse (Dimendon) <oll dabe fir dle Punkte die grol@mogliche Auflésung zeigen. Bel
n Proben gibt es theoretisch (n-1) Dimensgonen. Die Robustheit eine Gruppe (Cluster) wird
durch den Veglech zwischen der minimaen Ahnlichkeit zwischen Individuen innerhab
einer Gruppe zu der durchschnittlichen Ahnlichkeit zwischen alen Individuen bestimmt.

Zur DurchfUhrung der Hauptkoordinaten-Anadlyse wurde das Programmpaket NTSYpc
engestzt. Zunéchst wurden die vorher berechneten paarweisen Digtanzen (Dp) mit Hilfe
des Programms DCENTER in skaare Produkte OberfUhrt und anschlielend mit dem
Progranm EIGEN die Eigenvektoren und Eigenwerte berechnet. Zur graphischen
Dargdlung der Eigenvektoren wurde die dreidimensonde Darselung gewahlt (MOD 3d
Mot). Auf die 0 gewonnenen Daen wurde en sogenannter ,minimum spanning treg’
(MST) aufkartiert, der die tatséchliche Zugehorigkeit einzdner Akzessonen widerspiegdt,
die aber erst unter Hinzunahme einer weiteren Dimension erkennbar sind.

Gudrun Banfer 37



Material und Methoden - Datenauswertung

B.2.7.2 Analyse der Chloroplasten-DNA-Daten

B.2.7.2.1 Alignment

Um Sequenzdaten miteinander vergleichen und Dendrogramme berechnen zu  konnen,
missen die fir die verschiedenen Taxa bestimmten Nukleotidabfolgen zunéchst passgenau
Ubereinander geschrieben werden. Fir die Ergdlung enes solchen sog. , Alignments®
dehen verschiedene Programme zur Verfiigung, ua das hier verwendete AligniRO v1.2.
Schwierigkeiten bel  dear  Ergdlung  von  Alignments  treten  insbesondere  in
Sequenzbereichen auf, be denen die Vaiation vor dlem auf Insertionen oder Deetionen
(sogenannten Indedls) beruht. Solche Stdlen wurden in der vorliegenden Arbeit daher
manuell Uberarbeitet. Generdl wurde nach dem Parsmonie-Prinzip vorgegangen, d.h., es
wurde versucht, das Alignment so zu gedtdten, dass es durch eine minimde Anzahl von
Mutationsereignissen erkl&rt wurde.

B.2.7.2.2 Phylogenetisch-kladistische Analyse von
Chloroplastendatensatzen

Kladisische Methoden verwenden zur Berechnung der Dendrogramme die Merkmae an
gch. Zur kladigischen Auswertung von Sequenzdaten konnen neben Punktmutationen
(= Basensubdtitutionen) auch Inde-Ereignisse ds Merkmde gewertet werden. Die im
Rahmen des Alignment-Vorgangs definierte An- bzw. Abwesenheit eines Indels wurde in
Form einer (1/0)-Matrix kodiert und diese an das Ende des Datensatzes angehéngt. In
enigen Fdlen wurde aufgrund der verschechtelten Strukturen en sogenanntes , multistate
character coding” angewendet. Hierbe wurde der gesamte hochvariable Bereich zwischen
zwel  konsarvieten Enden ds en enziges Indd aufgefass, welches unterschiedliche
Merkmaszusdnde aufweisen kann (Scotland, 1992). Diese wurden dann in Form von
Zahlen kodiert (O, 1, 2, 3,..). Auf diese Art und Weise is es moglich, gemensame
Merkmde in die Auswertung mit enzubeziehen, unklare Alignment-Positionen jedoch
auszuschlief¥en. Zur Erzeugung von Kladogrammen wurde auschlieldich die Methode der
maximaen Sparsamkeit (,, maximum parsmony*) angewandt.

»Maximum parsimony*

Der ,maximum pasdmony* (MP)-Methode liegt das Sparsamkeitsprinzip zu  Grunde.
Danach wird angenommen, dass der direkte Weg einer Merkmasénderung von A nach B
wahrchenlicher i ds en indirekter Weg, zB. von A Uber C nach B. Der
kirzetmagliche evolutionare Weg wird as der wahrschenlichse Weg angesehen. Das
MP-Vefahren besteht daher in der Suche nach derjenigen Baumtopologie, die den
vorhandenen Datensatz mit der geringsen Anzahl von Merkmasénderungen erklért. Jede
Merkmasdnderung wird ds ein Schritt bewertet, die Zahl dler Schritte fir die gesamte
Topologie ergibt die Baumldnge. Der Computer bertickschtigt bel einer MP-Andyse nur
die Baume mit der geringgen Anzahl evolutiver Schritte Mes wird dabel nicht nur en
enzdner Baum gefunden, sondern eine Vidzahl von gleich langen Béaumen, die dle dieses
Kriterium efilllen. Um ene neutrde Interpretationsmoglichkeit zu erhdten, konnen aus
diesen viden Einzd baumen Konsensus-Baume erzeugt (s.u.).

In der hier vorliegenden Arbeit wurden dle MP-Béaume inklusve der AFLP-Daten mit
dem Programmpaket PAUP 4.0b 10© (Swofford 2002), berechnet. Licken im Alignment
(Indels) wurden ds fehlende Merkmale gewertet, die Indds jedoch kodiert und fir manche
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Anadysen an den Sequenzdatensatz angehangt. Da das MP-Vefahren empfindlich auf
Vaidionen der Zahl und Gewichtung potentidler Apomorphien reagiert, wurden in zwe
Félen Indds mit einer niedrigeren Gewichtung fur die Berechnung (0,5) versehen, da nicht
ekennbar war, ob es dch um zwe unabhdngig vonenander entwickdte Merkmade
handdt. Aufgrund der  bekanntermaen hohen  Homoplasewahrscheinlichkelit  von
Mikrosatdliten-Mutetionen wurden Indels, die auf Langenvaiationen von Mikrosadliten
beruhen (insb. Poly-A-Abschnitte) nicht in die Berechnung mit enbezogen. Die Béume
wurden nach heurigischen Kriterien unter Verwendung der Standard-Algorithmen  des
Programmpaketes gesucht (Fitch parsmony; stepwise addition, addition sequence: smple;
branch  swapping  dgorithm:  tree-bisection-reconnection  ,TBR*; MULPARS;
ACCTRAN). Die dlgemene Mekmds-Kongruenz, sowie der Grad der Homoplase
wurde mit dem ,Congstency” Index (Cl) und dem ,Retention” Index (RI) abgeschétzt. Zur
Polariserung der Baume wurden die Mallotus-Arten as Aul¥engruppe definiert und mit
ihrer Hilfe das entstandene Dendrogramm bewurzelt.

Konsensus-Baume

Wie oben erlautert, resultiert bel ener MP-Andyse in da Regd ene Vidzah an
.Kirzeten* Baumen. Da meis kene wirklich objektive Moglichkeit besteht, aus diesen
Baumen enen auszuwdhlen, der die Reditt am besten widerspieget, werden
Ublicheewese dle Bame zu dnem Konsensus-Baum zusammengefast. Die am
haufigsten angewandte Methode delt das sogenannte drikte Konsensusverfahren dar
(engl. ,dtrict consensus tree*). Dabel werden nur solche Gruppen (bzw. Knoten, Zweige)
beibehdten, die in dlen Enzdbdumen vorkommen und damit endeutig von dem
Datensatz  unterstiitzt werden. Ein  Nachtell diessr Methode liegt darin, dass das
resultierende  Kladogramm héufig nicht ausreichend aufgdost i und damit  wichtige
Informationen aus den Einzdbd&umen verloren gehen kann. Eine Alternative sdlt der
.Mgority rule consensus' (MR)- Baum dar. Hiebe bleben dle Gruppen im
Konsensusbaum erhaten, die mit einer vorgegebenen Mindesthéufigkeit (meist 50 %) in
den dternativen Topologien zu finden snd. Be enem 50%-MR-Baum geht weniger
Information verloren und der Baum i mes bessr aufgdos. Der Prozentsatz dler
Baume, bae dem ene bedimmte Verzweigung vorhanden ig, wird ds Zahl an den
jeweligen Ag gechrieben. Be den hier durchgefiihrten kladistischen Berechnungen
wurden beide Methoden angewandt. In den Abbildungen wurden generdl die 50 %-MR-
Béume dargestdlt. Die Gruppen, die im ,drict consensus treg’ kollabieren, sind in den
Abbildungen durch gedtrichelte Linien gekennzeichnet.

B.2.7.2.3 Phylogeographische Auswertung von Chloroplasten-Datensatzen

Be der phylogeographischen Andyse geht man nicht zwingend davon aus, dass en Taxon,
aus dem gch zwe neue bilden, ads ausgestorben geten muss Es wird viedmehr
angenommen, dass urgpringliche Taxa noch exigieren und interne Knoten in eénem Baum
besetzen konnen. Die Ergebnisse ener phylogeographischen Anadyse werden nicht as
Phylogranm  mit  dichotomen Verzweigungen dargestdlt, sondern  ds  genetische
Netzwerke, in denen auch dterndive Wege in Form von Ringverbindungen zugelassen
gnd. Mit Hilfe solcher Netzwerke lassen dch  inne-  und  zwischenartliche
Vewandtschaftdoeziehungen, Speziaionsereignisse  oder  auch  historisch-geographische
Ausbreitungswege auf komplexe Art und Weise dardelen. Die Methode kann bel
Sequenz- Datensétzen mit relaiv geringer Anzahl an Merkmaen genutzt werden.
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Aufgrund der geringen bis nicht vorhandenen Rekombination eignet Sch be pflanzlichen
Organismen vor dlem die ChloroplastenDNA fir eine phylogeographische Andyse. Zur
phylogeographischen  Auswertung wurden aus den gewonnenen Sequenzdaten zundchst
Chloroplasten-Haplotypen (s.u.) emittdt, die mit Hilfe des Computer-Programms TCS
(Clement et al., 2000) zu einem Netzwerk zusammengefligt wurden.

Chloroplasten-Haplotypen

Zur Ermittlung der Chloroplasten-Haplotypen wurde ebenso wie bel der kladistischen
Auswvertung zunéchs ein DNA-Sequenzaignment der entsprechenden Loci erstdlt. Im
Gegensatz zur phylogenetischen Andyse wurden ba der Ergelung der Haplotypen neben
Punktmutationen und Indelereignissen auch Langenvariationen von Mikrosatelliten in die
Bewertung mit einbezogen. Da das Programm TCS nicht mit langeren Indels und
Zahlenkodierungen rechnen kann, wurde jedes Indd ds enzene Basensubditution
kodiet. An Sdlen mit Mononukleotid-Mikrosatelliten wurde jede  Nukleotid-
Verléngerung oder Verkiirzung as separate Merkma sanderung gewertet.

Netzwerk-Erstellung

Die Haplotypen wurden nach den Algorithmen von Templeton et al. (1992) mit dem
Progranm TCS v1.18 (Clement et al., 2000) zu einem datisischen Parsmonie-Netzwerk
verrechnet. Zur Kongtruktion des Netzwerks verwendet das Programm die Sparsamkeit
(Pardmonie) ds Bewertungskriterium.  Als Schwellenwert bel  der  durchgefihrten
Berechnung wurde der vorgegebene Standardwert von 0,95 benutzt.

Im Gegensaiz zu bifurkden Konsensus-Baumen konnen mit Hilfe des Netzwerkes mehrere
gech wahrschenliche Entwicklungdinien padld dagesdlt weden. Um  solche
netzartigen Strukturen (sogenannte ,loops') aufzulésen, kann man sch zweier Annahmen
bedienen. Zum enen wird davon ausgegangen, dass urspringlichere Haplotypen haufiger
and ds abgdetete Heplotypen. Zwetens kann be mehreren Verbindungdinien ene
Prioriserung aufgrund geographischer  Informationen  durchgefiihrt werden (Cranddl  und
Templeton, 1993).

Da der fir diese Arbet vorliegende Datensatz sehr grof3 und sehr variabd war, wurde das
Haplotypen-Netzwerk in  enem Zweisthritt-Vefdren ergdlt. Zundchst wurden nur
robuste Subgtitutions- und Indeldaten bertickschtigt und daraus mit Hilfe von TCS en
Ausgangsnetzwerk  berechnet. Der Abgleich mit der Sequenz von  Aul¥engruppentaxa
wurde hierbe  unterdtiitzend zur Beurteilung engesetzt. Die in den homoplastischen
Mikrosatelliten und Indels ethdtenen Informationen wurde anschlielend mit Hilfe von
TCS sowie manudl hinzugefugt. Die Mehrzehl der Schlefen (,loops’) im Netzwerk
konnte nach den 0.g. Gesichtspunkten aufgel 6t werden.

Auf ene ,Nested Clade’-Andyse (Crandall, 1996) zur besseren Interpretation mdglicher
geographischer oder historischer Strukturen wurde verzichtet, da der Datensatz hierfir zu
vidle Arten umfasste.

Methoden zur Bewurzelung eines Netzwerkes.

Um auch ba enem Netzwerk ene phylogenetische Richtung anzugeben, kann ene Wurzd
definiert werden. Hierbel spiden zwel Grundannahmen eine Rolle. Ergens snd interne
Haplotypen, die Verbindungen zu viden anderen Haplotypen haben, wahrscheinlich dter
ds terminde Haplotypen. Zwetens snd haufige Haplotypen vermutlich dter ds sdtene
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Haplotypen (Kodeszenz-Theorie, Crandal und Templeton, 1993; Kodeszenz-Theorie,
Kingmann, 1982). Unter diesen Voraussetzungen konnen die  sogenannten
Aulengruppengewichte nach den Vorgaben von Cagedloe und Templeton (1994)
berechnet werden (implementiert im Programm TCS). Eine dternative Methode zur
Bewurzdlung des Netzwerkes, die auch im Rahmen der hier vorliegenden Arbet zur
Vewendung kam, liegt in der Interpretetion der Polaritét des Netzwerks mit Hilfe der
Phylogrammen, die zum Bespid mit der ,maximum pasmony”“-Methode gewonnen
wurden,

B.2.8 Statistische Uberprufung

B.2.8.1 Bootstrap (BS)-Analyse

Das ,Bootsrgpping” sdlt eine Standardmethode zur Uberprifung der Robustheit eines
Daensatzes dar (Felsengtein, 1985; 1988; Sdamin et al., 2003). Be der BS-Andyse
werden aus einem Datensaiz mit n Merkmaen insgesamt n Merkmde zufdlig gezogen. Im
resultierenden Datensatz konnen enige Merkmde enfach, andere zwei- oder mehrfach,
wiederum andere dagegen gar nicht vertreten. Aus jedem S0 erzeugten Datensatz wird en
Dendrogramm  kongtruiert. Dieses Vorgehen wird vielfach wiederholt, wobel jede BS-
Replikation unabhdngig von den vorangegangenen Replikationen geschieht und in jeder
Runde wieder dle Mekmde zur Veflgung sehen. Aus dlen ermittdten BS-Baumen
wird anschlielfend en  Konsensusbaum ergedlt. Die angegebenen Werte an den
Verzweigungspunkten  dieses Dendrogrammes geben an, ba  wievid Prozent der
Replikationen die von diesem Punkt abgehende monophyletische Gruppe gefunden wurde.
Gruppen, die bem MP-Baum ,Bootstrap“-Werte von > 90 % erhdten, gdten ds sehr gut
unterstiitzt.

Die , Bootdrap“-Andyse wurde entweder mit TREECON (van de Peer und De Wachter,
1994) oder mit PAUP 4.0b10© (Swofford 2002) durchgefiihrt.

B.2.8.2 Kladistische Statistik

Zur Abdcherung der Daentinterpretation snd im  Programmpaket PAUP  mehrere
datistische Verfahren implementiert, die automatisch berechnet werden konnen:

Dea Konsgenzindex [engl. ,Condgency Index' (Cl)] gibt das Ausma3 von Homoplase
innerhadb eines Datensatizes an. It keinerle Homoplasie vorhanden (was in der Praxis ene
unredigische Annahme i), dann i Cl = 1. De Cl-Wert ig be glecher Anzahl von
Homoplasen von der Anzahl de Taxa, da Mekmde sowie den vorhandenen
Autgpomorphien abhdngig und daher aus rein methodischer Sicht kein gutes Mal3 (Wégele,
2000). Der Konsarvierungsndex [engl. ,Retention Index* (RI)] ist, bezogen auf enen
gegebenen Datensatz, ein Mal fir die Menge an potentidlen Syngpomorphien, die in ener
kondruierten Topologie erhdten bleiben; je mehr Anadogien und deso weniger
Homoplasien vorkommen, desto geringer wird auch der RI-Wert.
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C Ergebnisse
C.1 Methodischer Teil

C.1.1 DNA-Isolation

Die Uberwiegende Anzahl der DNA-Proben wurde aus mit Slicagel getrocknetem Materia
isoliet. Dabel wurde standardméldg die in Abschnitt B.2.2 beschriebene CTAB-Methode
verwendet. Die besten Ergebnisse in Form von hochmolekularer DNA in ausreichender
Menge wurden mit relativ frisch getrocknetem Materid erzidt (ca vier bis acht Wochen
dt). Trotz glecher Behandlung der verschiedenen Blatproben waen die ezidten
Ergebnisse recht unterschiedlich (sehe Abbildung 1 und Tabelle 5).

Tabelle 5: Auswertung der DNA-Isolation. Die Zahlen geben die Anzahl der durchgefiihrten Isolation fur
die einzelnen Arten an. Als positiv (pos) wurde DNA eingestuft, die sowohl hochmolekular als auch in
ausreichender Menge (bezogen auf das eingesetzte Blattgewicht) isoliert wurde. Alle Proben, fur die
entweder das eine oder das andere Kriterium nicht zutrifft, wurden als negativ (neg) eingestuft. Dan M.
bancana und M. velutina teilweise synonym verwendet werden, wurde in einer Zeile die Ergebnisse beider
Arten zusammengefasst (M. ban/vel)

Art S pos % neg % S pos % neg %

M. aetheadenia 10 9 9O 1 10% M. motleyana 40 40 100% O 0%
M. angulata 100 9 WM 1 10% M. pear sonii 7 6 86% 1 14%
M. ashtonii 1 0 0% 1 100% M. petanostyla 3 3 100% O 0%
M. bancana 41 33 8% 8 20% M. pruinosa 6 3 50% 3 50%
M. ban/vel 60 45 % 15 25% M. puberula 4 3 % 1 25%
M. beccariana 7 4 5% 3 43% M. puncticulata 13 11 8% 2 15%
M. caladiifolia 3 2 6% 1 3% M. recurvata 10 O % 10 100%
M. calcicola 2 1 50% 1 50% M. rostrata 3 2 6% 1 33%
M. conifera 5 5 100% O 0% M. rufescens 2 2 1009 O 0%
M. curtisii 4 4 100% O 0% M. sarcocarpa 3 3 100% O 0%
M. depressa 19 8 2% 11  58% M. spec. A 4 3 % 1 25%
M. diepenhorstii 2 2 100% O 0% M. spec. B 4 2 50 2 50%
M. gigantea 16 13 81% 3 19% M. spec. C 3 3 100% O 0%
M. glandibracteolata 7 7 100% O 0% M. spec. D 1 0 0% 1 100%
M. griffithiana 16 16 100% O 0% M. tanarius 7 5 71% 2 29%
M. havilandii 2 2 100% O 0% M. trachyphylla 3 3 100% O 0%
M. heynei 2 2 100% O % M. triloba 9 6 6% 3 3%
M. hosei 9 9 100% O 0% M. umbrosa 8 8 100 O 0%
M. hullettii 25 19 76% 6 2% M. velutina 19 12 63% 7 3%
M. hypoleuca 23 11 4% 12 5% M. winkleri 11 11 100% O 0%
M. indistincta 11 10 91% 1 Po M. winkleriella 3 2 6% 1 33%
M. lamellata 17 13 76% 4 24% Total 333 256 6% 77 24%

Von dnigen Arten liefeten dle Individuen intekte DNA, auch be nicht optimder
Lagerung des Blatmaterids (z.B. M. motleyana, M. griffithiana). Bel anderen Arten
hingegen waren DNA-Quditd oder -Ausbeute trotiz Vewendung frischen Blattmaterids
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Uberwiegend unbefriedigend (z.B. M. depressa und M. recurvata). Aus Probenmaterid von
M. recurvata konnte in keinem Fal hochmolekulare DNA isoliet werden. Besonders
unbefriedigend fiden auch die Ergebnisse mit Herbarproben aus, aus denen mest schon
nach zwe bis dre Jahren keine schtbare DNA mehr isoliert werden konnte. Auch
Versuche mit anderen DNA-Isolationsmethoden [z.B. mit der SDS-Methode von (Jobes et
al., 1995)] oder ener Variaion der CTAB-Methode, bel der die Blétter zunachst in 100%
Ethanol aufgenommen werden, um schédigende Enzyme zu hemmen (Adams et al., 1999),
erbrachten keine Verbesserung (Ergebnisse nicht dargestdlt). Von den Herbarproben
konnten letztlich fir die Chloroplagen-Phylogenie nur M. coriaceae und M. suwo
eingesetzt werden, deren DNAs mit Hilfe der CTAB-Methode und einem anschlief3enden
Reparaturschritt (sehe Kapite B.2.2) isoliet wurden. Fir die atpB-rbclL-Andyse wurden
die Proben aber nicht eingesetzt, da ene Amplifikation des vollstdndigen Fragmentes nicht
moglich war.

s M pead65

—

Abbildung 2: Typisches Ergebnis einer CTAB-DNA-Isolation verschiedener
Macaranga -Arten nach Auftrennung auf 0,8%igem Agarosegel und
Anféarbung mit Ethidiumbromid. Die Proben sind mit ihren [D-Nummern
gekennzeichnet. Siehe hierzu Tabelle 2. Als Mengen-Standard wurde |-DNA in
verschiedenen Konzentrationen eingesetzt (Angaben in ng).
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C.1.2 Etablierung und Optimierung der AFLP-Analyse bei
Macaranga

Bevor mit der egentlichen AFLP-Andyse der myrmekophytischen Macaranga -Arten
begonnen werden konnte, musste die Methode im Labor etabliet und ihre
Reproduzierbarkeit innerhdb der Gattung Macaranga bestimmt werden. Nach der
Optimierung der Versuchsbedingungen wurde die Reproduzierbarkeit der gewonnenen
Ergebnisse auf verschiedenen Ebenen untersucht.

C.1.2.1 Restriktion und Ligation

Dea ege Schritt der AFLP-Andyse ig die Redriktion der Gesamt-DNA, von deren
Gdingen im hohen Mdle die spétere Interpretierbarkeit der gewonnenen Daten abhangig
i (Vos et al., 1995). Zur Erzeugung reproduzierbarer AFLP-Bandenmuster muss die
Ausgangs-DNA sowohl sauber ds auch hadbwegs hochmolekular sein. Um  unspezifische
oder fasche Ergebnisse zu vermeiden, wurden daher grundsitzlich nur Proben verwendet,
aus denen hochmolekulare DNA gewonnen werden konnte. Macaranga recurvata war auf
Grund der durchweg negativen Isolationsergebnisse die enzige Art, die daher nicht in die
AFLP-Andys mit enbezogen werden konnte, obwohl die urspringliche Zuordnung
dieser Art zur Sektion Pachystemon (Whitmore, 1974) das wiinschenswert gemacht hétte.

Im Verlasf der Untersuchungen gdlte sch heraus, dass auch hochmolekulare DNA-
Proben nicht immer gut von den vewendeten Redriktionsenzymen verdaut wurden
(Tabdle 6). Zwe Proben lieffen dch im eren Versuch gar nicht verdauen und 27 Proben
nur unvollsandig. Als unvollstndig verdaut wurden solche Proben angesehen, bel denen
das durchschnittliche Molekulargewicht des auf dem Agarosege  erkennbaren DNA-
»chmiers' deutlich héher war ds be den redlichen Arten, und/oder noch DNA im
hochmolekularen Bereich enthidt. Besonders héaufig traten solche Probleme be DNA-
Proben von M. sarcocarpa, M. umbrosa, M. bancana, M. velutina und M. winkleriella auf.
Be dlen unvollgandig verdauten Proben wurden erneut Redriktionsenzyme hinzugeflgt
und fir wetere 2-4 Stunden inkubiet. Im Fal von M. sarcocarpa, M. triloba und
M. winkleridla wurde nach ene weteren Aufreinigung ene 2zwete Redriktion
durchgeftihrt, die dann letztlich zu enem postiven Ergebnis fiihrte,

Gudrun Banfer 44



Ergebnisse - Methodischer Teil

Tabelle 6: Ergebnisse der Restriktion verschiedener Macaranga-DNAs. Die Zahlen geben
die Anzahl der mit der jeweiligen Art durchgefiihrten Restriktionen an. Als negativ (neg)
wurden Proben eingestuft, deren DNA unvollsténdig oder gar nicht verdaut wurde.

Art S neg % S neg %

M. aetheadenia 10 1 10% M. lamellata 8 1 13%
M. angulata 14 0 0% M. motleyana 18 1 6%
M. ashtonii 1 0 0% M. pear sonii 9 0 0%
M. bancana 24 7 29% M. petanostyla 4 0 0%
M. beccariana 3 0 0% M. pruinosa 2 0 0%
M. caladiifolia 4 0 0% M. puberula 5 0 0%
M. calcicola 4 0 0% M. puncticulata 10 1 10%
M. conifera 2 0 0% M. rostrata 3 0 0%
M. costulata 1 0 0% M. rufescens 2 0 0%
M. curtisii 4 1 25% M. sarcocarpa 7 4 57%
M. depressa 11 0 0% M. spec. A 2 0 0%
M. diepenhor stii 2 0 0% M. spec. B 3 0 0%
M. gigantea 4 0 0% M. spec. C 1 0 0%
M. gigantea/pruinosa 1 0 0% M. spec. D 2 0 0%
M. glandibracteolata 9 1 11% M. tanarius 2 0 0%
M. griffithiana 7 0 0% M. trachyphylla 3 0 0%
M. havilandii 3 0 0% M. triloba 12 1 8%
M. heynei 1 0 0% M. umbrosa 11 3 27%
M. hosei 8 1 13% M. velutina 10 2 20%
M. hullettii 2 2 (2200 M. winkleri 2 0 0%
M. hypoleuca 7 0 0% M. winkleriella 5 2 40%
M. indistincta 12 1 8% Total 275 29 11%

Redriktion und Ligation sollten aus Okonomischen Grinden im gleichen Resktionsschritt
durchgefihrt werden. Daher war es wichtig, dass der eingesetzte Puffer sowohl fir das
Redriktionsenzym ds auch fir die Ligase geeignet id. In einem erden Versuch wurde der
mitgelieferte Puffer der T4-Ligase im Veglech zu dem von (Debener und Mattiesch,
1999) empfohlenen Redriktions-Ligaions-Puffer (RL-Puffer) Uberprift. Die Redtriktion
wurde fir 4 Stunden mit den beiden Enzymen Msel und Hindlll durchgefihrt. Im Gegen
sz zu EcoRl weig Hindlll unter suboptimalen Bedingungen keine unspezifische Aktivitét
(,Sar activity“) auf und wurde deshdb generdl as 6-Cutter fir den Redtriktionsschnitt
verwendet.

Abbildung 3: Effizienz des Restrikions- M 830 827 829
Ligationsschritts: Vergleich des T4-Puffersmit
dem RL-Puffer. Es wurden drei verschiedene
Macaranga-Proben zu Vergleichszwecken
herangezogen (v.l.n.r. M. bancana 530, M. mot-
leyana 527, M. hosei 529). Bei allen drei Proben
handelt es sich um Frischmaterial aus dem
Gewéchshaus. P ist die unverdaute DNA -Probe.
Als GréRenstandard M wurde die 100 bp-Leiter
von GibcoBRL aufgetragen.

Es snd deutliche Unterschiede im Grad der Verdauung zu erkennen (Abbildung 3). Be
Vewendung des T4-Puffers efolgt die Verdauung nach ener Inkubationszeit von 4 h
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offenbar effektiver. Die Grole der dSchtbaren Redtriktionsfragmente betréagt nur noch
zwischen 100 und 600 bp, im Gegensatz zu 300 bis 1300 bp beim Verdau mit dem RL-
Puffer. Eine Velangerung der Irkubationszeit auf 17 h flhrte anschenend zu ener
vollgandigen Vedauung in beden Puffern. Auch in der anschlieRenden Amplifikation
konnten keine Unterschiede festgestellt werden. In dlen weteren Versuchen wurde daher,
sofern nicht anders angegeben, der Redriktions-Ligaionsansatz fir 17 h mit dem RL-
Puffer inkubiert.

Neben den Macaranga-Proben wurde in die weteren Optimierungsversuche auch ene
Probe der Yamswurz (Dioscorea bulbifera; Dioscoreaceae) ds Postivkontrolle
einbezogen.

C.1.2.2 Praamplifikation

Zur Beurteilung des Erfolgs der Redriktion/Ligation reicht es nicht aus dch de
entsprechenden  Produkte auf einem Agarosegd anzuschauen. Es ist auch nétig, die
vedaute DNA ene Préamplifiketion und ener sdektiven Amplifikation zu unterziehen.
Sofern nicht anders angegeben, wurden dle Préamplifikationen so durchgefihrt wie im
Kapitd B.2.5.2 beschrieben.

Abbildung 4: Ergebnis der Pr&

amplifikation mit unterschiedlichen
Restriktionsansitzen. Bei den Proben handelt
es sich um Dioscorea bulbifera (Dby),
M. triloba 445 und M. bancana 455 (v.l.n.r.).
Die Amplifikation wurde DNA durchgefiihrt,
wo bei der Vorbehandlung RL- bzw. T4
LigasePuffer ~ verwendet wurde, wobei
Restriktion und Ligation entweder | 100— ==

Db 445 455

e

nacheinander (E) oder kombiniert (K) -- .m-- - - -
durchgefuihrt wurden. Grof3enstandard ist die K

100 bp-Leiter von Gibco-BRL.

Zun&chs wurde der Einfluss der beiden Redriktions- und Ligationspuffer auf die
Ergebnise der Préaamplifikation Uberprift. Dazu wurde ene Praamplifikation mit DNA-
Proben durchgefthrt, die entweder nacheinander verdaut und ligiert wurden oder aber
kombiniert im gleichen Ansaiz (Sehe oben). Auf der Abbildung 4 ist zu erkennen, dass die
Ausbeute an Préamplifikationsprodukten bel der getrennten Durchfiihrung von Redtriktion
und Ligaion etwas hother id. Ein Einfluss der Puffer ig auf diessr Ebene kaum zu
ekennen. Ba ene tesweise durchgefihrten sdektiven Amplifikation traten zwischen den
hier verglichenen Vaianten kene Unterschiede auf (Ergebnisse nicht gezeigt). Fur dle
weteren Versuche wurden daher Redriktion und Ligation sandardmd3g im gleichen
Ansatz durchgefihrt.

C.1.2.2.1 Einfluss von PCR-Additiven auf die Praamplifikation

Da enige Proben be den egen Vesuchen nicht verlésdich amplifizierten, wurde mit
Hilfe von diversen Additiven versucht, die Stérfaktoren auszuschaten bzw. die Signde zu
vargarken. Der Praamplifikation wurde zu diesem Zweck DMSO in einer Konzentration
von 1% oder TMAC in ene Konzentration von 25mM hinzugefiigt. Der Versuch wurde
wahlweise mit 25 bzw. 5pl verdatter DNA ausgefihrt. Be der Auswertung der
Préamplifikation konnten keine gravierenden Unterschiede zwischen der Standard-PCR
und der PCR mit TMAC bzw. DMSO festgestdllt werden. Auch zwischen der Zugabe von
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2,5 oder 5yl DNA war kein Unterschied erkennbar. Da der Einfluss der beiden Additive
auf die sdektive Amplifikation eher negativ war (su. und Abbildung 5), wurde be den
weiteren Versuchen auf ihren Einsaiz verzichtet.

C.1.2.2.2 Einfluss von Thermocycler und Heizrate auf die Praamplifikation

Als néchgtes wurde der Einfluss des Heizverhdtens der Thermocycler auf die Ergebnisse
der Amplifikation Uberprift, da das Origindprotokoll von Vos et al. (1995) zu e@nem
Zeitpunkt entwickelt wurde, ds es noch keine Thermocycler mit schnellen Hezraten gab.
Ein gegebener Préaamplifikationsansaiz wurde dazu in zwel Hdften getellt. Mit der enen
Hdfte wurde die PCR in dem iCyder (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland) durchgefiihrt, die andere Halfte wurde in dem PE 2400 (Perkin Elmer Corp.,
Norwak, CT, USA) amplifiziet. Be dem iCyder handdt es sch um en sehr schndl
heizendes (bis 5 °C/s) und abkihlendes (3 °C/s) Gerét. Das dtere Gerét von Perkin Elmer
heizt und kihlt hingegen lediglich mit ener Rate von 08°C/s. Be diesen Versuchen
konnten keine nennenswerten Unterschiede zwischen den mit beiden Thermocyclern
erhaltenen Ergebnissen festgestd It werden.

C.1.2.3 Selektive Amplifikation

Bevor die sHektive Amplifikation nach dem im Kapitd B.2.5.3
aufgefihrten Schema ausgefihrt werden konnte, waren verschiedene
Pilotversuche eforderlich. Ausgangspunkt war das Protokoll von
Debener und Mattiesch (1999), bel dem (1) die eingesetzte Menge an
DNA gegeniber dem Origindprotokoll von Vos et al. (1995) auf 250
ng reduziert wird, und (2) EcoRl angelle von Hindlll ds 6-Cutter
engesstzt wird. Da die Fragmente auf dem LI-COR-Sequenzierer
Globd IR? aufgetrennt wurden, konnten in den meisten Fdlen zwei
verschiedene HindllI-Primer im gleichen Resktionsansatz  verwendet

]H
N
o

Abbildung 5: Ergebnis der seektiven Amplifikation nach Zusatz von
1% DMSO und 25mM TMAC in der Praamplifikation. Der Versuch wurde mit
M. hosei 529 sowie den Primern HindACA und MseACG durchgefuihrt. Die
Fragmente wurden auf einem 25 cm-Gel aufgetrennt. Die ersten sechs Bahnen zeigen
das Ergebnis einer Amplifikation mit Hot Start-PCR. Die Versuche mit TMAC und
DMSO sind mit ,+“, die ohne Zusatz mit ,-“ gekennzeichnet. Jeweils bei der ersten
von zwei benachbarten Bahnen wurden 5pl verdaute DNA fir die Préamplifikation
eingesetzt, bei der zweiten Bahn nur 2,5 pl. Bei den Bahnen 5 und 6 wurde dieselbe
Préaamplifikationsreaktion verwendet, aber statt einer 20-fachen eine 40-fache
Verdinnung fir die selektive Amplifikation verwendet. Bei den letzten beiden
Bahnen handelt es sich um eine Amplifikationsreaktion, die ohne Hot Start
durchgefuhrt wurde. Bahn 7 zeigt das Ergebnis mit getrennter Restriktion und Li-
gation, Bahn 8 das mit einer Kombination der beiden Reaktionen erhaltene Ergebnis.

FETTFEN T

werden. Einer der beiden Primer wurde mit IRDye700, der andere mit IRDye800 markiert.
Nur in enem Fal wurde durch die Kombinaion zweier Vorwartsprimer die Amplifikation
mit enem de beden Primer vollgandig verhindet. Hier wurde die sdektive
Amplifikation in Einzeresktionen durchgefiihrt, die Proben wieder zusammengefiihrt und
gemeinsam auf das Gl aufgetragen.

Gudrun Banfer 47



Ergebnisse - Methodischer Teil

C.1.2.3.1 Einfluss von PCR-Additiven und Hot Start-PCR auf die selektive

Amplifikation

Wie schon weter oben angefihrt, wurde ausgewshlten
Préamplifikationsreaktionen 1% DMSO und 25mM TMAC
zugegeben. Um unspezifische Resktionen zu vermeden, wurde
die sHektive Amplifikation aulerdem in Form ener ,Hot
Start-PCR*  durchgeftihrt. Die Produkte der Praamplifikation
wurden auf¥erdem sowohl in einer 20- ds auch ener 40-fachen
Vedinnung fur die Amplifikation engesetzt. Wéhrend in der
Préamplifikation keine Unterschiede zu erkennen waren (s.0.),
zegten die Additive ba der sdektiven Amplifikation ene
gravierende Wirkung. In der Abbildung 5 wird deutlich, dass
der Zusatz von TMAC und DMSO enen eher negdiven
Einfluss auf die Bandenintengté& hat, des gleiche gt fir den
Einstz einer ,,Hot Start-PCR. Die besten Ergebnisse wurden
ohne TMAC und DMSO in der Prdamplifikationsresktion und
ohne Hot Stat wéhrend der sdektiven Amplifkation erzidt.
Ob dabe Redriktion und Ligatiion getrennt (Bahn 7) oder
kombiniet (Bahn 8) durchgefihrt wurden, hat keinen
schtbaren Einfluss. Schwéchere Banden ergaben dch  auch,
wenn die Prdamplifikationsorodukte in 40facher Verdinnung
eingesatzt wurden.

Abbildung 6: Ergebnisse der selektiven Amplifikation unter Zugabe
von TritonX-100® in Abhangigkeit von verschiedenen Magnesium-
chloridKonzentrationen. Auf der linken Seite des Bildes sind die
Ergebnisse der PCR ohne, auf der rechten Seite mit Triton X100® zu
sehen. Als MgCl,-Konzentrationen wurden 2mM , 25mM oder 3mM
eingesetzt

ohne Triton

mit Triton
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In enem weateren Versuch wurde der Amplifikation das Detergens Triton X-100® (0,3 %)
in Abhéngigkeit von verschiedenen MgCh-Konzentrationen hinzugeftigt. Auf Abbildung 6
wird deutlich, dass sch der Zusaz von Triton X-100® pogtiv auf die Bandenintensitét

auswirkt. Ein  Einfluss von MgCh hingegen

i$ ba da gewdhlten geingen

Konzentrationsspanne nicht zu erkennen. Fir dle weteren Versuche wurde 0,3 % Triton

X-100® der sdektiven Amplifikation zugesetzt.
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C.1.2.3.2 Einfluss der Thermocycler und Heizrate auf die selektive
Amplifikation

Da im Labor unterschiedliche Thermocycler zur Verfigung sanden, wurde nicht nur auf
der Préamplifikationssbene, sondern auch fir die sdektive Amplifikation der Einfluss der
Hez- und Kihlrae untersucht. Ebenso wie der iCycler hat auch der Biometra T6-
Thermocycler (Biometra, Gottingen, Deutschland) ein

schnelles Heizverhaiten. — =%k 08k
Zusizlich wurde die  Reproduzierbarkeit  der |2’ 4-6-8910&13141516,:}_8193:_122232‘256
Amplifikation mit verschiedenen DNA-Isolaten  der o' uite
geachen Pflanzenprobe untersucht. Die Proben wurden

nech ener gemeinsam durchgefilrten  Préamplifikation | gy

sowohl auf dem iCyder ds auch af dem PE 2400 —— L -
amplifiziert. Fir diese Experimente wurden jewells dre -
verschiedene  DNA-Proben aus vier unterschiedlichen

Arten (M. bancana 348, M. hullettii 232, M. motleyana e S - -
155 und M. spec. C 014) verwendet (Sehe Legende zur cemidiiol X
Abbildung 7). ——

Abbildung ~ 7:  Selektive  Amplifikation:  Vergleich e “""‘E:’
unterschiedlicher  Thermocycler und Heizraten, sowie —

Reproduzierbarkeit der Bandenmuster aus unabhangigen .""'"‘"" -

DNA-Isolationen. Der linke Teil des Bildes zeigt das Ergebnis der » e
selektiven Amplifikation im Biorad iCycler mit einer Heizrate von “ﬂ i
5°C/s, der rechte Teil das Ergebnis mit dem PE 2400 und einer ’

Heizrate von 0,8°C/s. Amplifiziert wurden M. bancana 348 (Bahn | s __ﬁ i
1, 2, 3, und 13, 14, 15) M. hullettii 232 (Bahn 4, 5, 6, und 16, 17,

18), M. spec. C 014 (7, 8, 9, und 19, 20, 21) und M. motleyana 155 - -
(10, 11,12, und 22, 23, 24). Die mit drei unabhangigen DNA-
Isolationen aus der gleichen Pflanzenprobe erzielten Ergebnisse . .
sind jeweils nebeneinander aufgetragen. Als Primer-Kombination — m- :: i -y
wurde HindllI-ACA und Msel-ACG verwendet. Auf Bahn 25 ist s -

eine Probe aus einer vorangegangenen Amplifikation und Bahn 26
dient als GrofRenstandard.

Auf der Abbildung 7 seht man enen deutlichen Unterschied der BandentIntenstéen in
Abhéngigkeit von den Hezraen wahrend der Amplifikation. Die Banden auf der linken
Sate des Bildes, welche mit dem iCycler erzeugt wurden, sind insgesamt blasser ds die
Banden auf der rechten Seite (PE 2400). Weiterhin zeigt sich, dass auch die DNA-Isolation
enen Einfluss auf die Amplifikation haben kann. Jewells en Pardldansatz ba M. hullettii
232 (Bahnen 6 und 18) und be M. motleyana 155 (Bahnen 10 und 23) haben nicht
einwandfre funktioniert (Sehe auch Kepitd C.1.2.4).

In enem weteren Versuch wurde nun der Einfluss der Hezrae wéhrend der
Préamplifikation auf das Ergebnis der sdektiven Amplifikation und zugleich der Einfluss
verschiedener Thermocycler mit ungefdr glecher Heiz- bzw. Kihlrate auf die sdektive
Amplifikation untersucht. Hierzu wurden die glechen Préamplifikate verglechsweise
entweder in dem PE 2400 oder in dem iCyder sdektiv amplifiziet. Der iCycder wurde
diesmd be der Hdektiven Amplifikation auf eine Hezrate von 1°C/s gestdlt. Da die
Kuhlirate nicht veréndert werden kann, blieb sebel 3 °Cls.

Der Versuch ergab, dass die unterschiedlichen Heizraten wéhrend der Préamplifikation bel
beiden Gerdten keinen ekennbaren Einfluss auf das Endergebnis der sdlektiven
Amplifiketion hatten, ebenso wenig der Einsatz verschiedener Gerédte. Alle welteren
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sektiven Amplifikationen wurden mit reduzieter Helzrate durchgefihrt, wahrend die
Préaamplifikation mit schneller Ha zrate durchgefthrt wurde.

C.1.2.3.3 Selektive Amplifikation mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Praamplifikationsprodukte

Einige DNA-Proben machten trotz dler vorangegangenen Optimierungen regeméig
Schwierigkeiten bel der sdektiven Amplifikation, wenn ene 20-fache Verdinnung der
Préaamplifikation verwendet wurde. Als mogliche Ursache wurde ene zu geringe
Konzentration der Préamplifikationsorodukte vermutet. Es  wurden daher sdektive
Amplifiketionen mit unterschiedlichen  Vedinnungen des Préamplifikationsansatzes
durchgefiihrt. Dabel gelte sch heraus, dass eine 10-fache Verdinnung mit TE-Puffer in
den meden Fdllen zu enem besseren Ergebnis ba der sdektiven Amplifikation fihrte as
ene 20- oder 40-fache Verdinnung (Daten nicht dargestdlt). In dlen weteren Versuchen
wurde daher ene 10-fache Verdinnung der Préamplifikationsprodukte fur die sdektive
Amplifikation engesetzt. Nur enzelne Proben, in denen zu vide PCR-hemmende
sekundére Inhdtsstoffe enthdten waren, wurden in einer stérkeren Verdinnung verwendet.

C.1.2.4 Reproduzierbarkeit

Jones etal. (1997) hdten in ene grof3 455 155 348 232 014
angdegten Studie zur  Reproduzierbarkeit
verschiedener molekularer  Markertechniken - ‘“ ?I. ?.' --j
gezeigt, dass AFLPs generdl sehr gut = —b D
reproduziercbar  sind.  Trotzdem wurde zu
Beginn der vorliegenden Studie an Macaranga

der  Grad der Reproduzierbarkeit —auf |- - .
verschiedenen  Ebenen  untersucht.  Erdens | e - e
wurden die aus verschiedenen, unabhdngigen -

DNA-Isolaionen aus der gleichen Pflanze ——— ——

ehdtenen Ergebnise verglichen (Sehe auch |l = i = . -

Abbildung 6). Zweitens wurde diesslbe DNA-
Probe mehrfach  unabhédngig  voneinander

K 8

verdat, ligiert und anschlieRend |~ % L ol =ha
préamplifiziert.  Drittens  wurden  diesdlbe - == == L=
verdaute DNA-Probe mehrfach  unabhéngig |T S o

préamplifiziert.  Vietens  <chiiellich  WUIdE | S e o o
auch die Reproduzierbarkeit der sdektiven 23 |
Amplifiketion be gleichen Vorbedingungen ol bl | B
. . e S —

Uberpriift. - «--l -
Abbildung 8: Reproduzierbarkeit der AFLP-Muster. e e— - T ——
Dargestellt sind die Ergebnisse der selektiven ! T -k -
Amplifikation aus verschiedenen DNA -Préparationen DU = e i ] -
derselben Blattprobe (A), unterschiedlichen Restrik- e - =]
tionsansdtzen der selben DNA (B), unterschiedlicher —-— -
Préamplifikation (C) und schliefflich verschiedener = —

selektiver Amplifikation sonst gleich behandelter Proben | py wee— ;:___ 2 -q

(D). Als Taxa wurde M. bancana 455, M motleyana 155, — .

M. bancana 348 und M. hullettii 232 und M. spec. C014 |

verwendet. Als Primer-Kombination wurde Hindlll-
ACA und Msel-ACG verwendet.
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Wie auf der Abbildung 8 zu ekennen id, ewiesen sch die Bandenmuster auf dlen
getesteten Ebenen quditativ as fast zu 100 % reproduzierbar. Die Banden sind dlerdings
zT. unterschiedlich intendv, was durch lechte Schwankungen bei der Amplifikation,
durch unterschiedliche Mengen an eingesatzter DNA oder durch Ungenauigkeiten beim
Auftragen auf das Ged bedingt ssin kann. Wie im Kapitd C.1.2.3.2 schon angemerkt,
konnen jedoch unterschiedliche DNA-Isolate zu unterschiedlich guten Ergebnissen fuhren,
telweise sogar zu einem totden Auddl. Alle fir die egentliche Studie zu verwendenden
DNA-Proben sollten daher vorher sorgfdtigst gepruft werden. Da
Intensitétsschwankungen im Regdfdl nur ba schwécheren Banden auftraten, wurden bel
der Uberfihrung der Bandenmuster in eine bindre Merkmasmatrix nur Banden gewertet,
die sowohl diginkt as auch stark waren (s.u.).

C.1.2.5 Auswahl der Primer ftr die phylogenetische Studie

Nach der Etablierung und Optimierung der AFLP-Methode wurden acht Hindlll-Primer
und acht Msel-Primer in dlen Kombination getestet (Sehe Tabdle 7) und die
vidvergorechendsen  Primer-Kombinationen  fir  die  AFLP-Andyse da  myrme-
kophytischen Sektionen von Macaranga ausgewdhlt. Wichtigges Auswahlkriterium  war
die Erzeugung ener hinrechenden Anzahl diginkter, im richtigen Grade polymorpher
Banden. Alle Hindlll-Primer besallen ein Adenin as erse sdlektive Base, bel den Msel-
Primern wurden vier Primer mit Adenin und vier Primer mit Cytosn ds ede sdektive
Bae getestet. Generdl wies jeder Primer drei sdektive Basen am 3'-Ende auf. Banden
wurden as diginkt angesehen, wenn se ene gewisse Mindestintensitdt aufwiesen und die
Zuordnung zu einer bedimmten Gedpodtion (= Laufweite) klar erkennbar war. Der
Polymorphiegrad wurde dann as geeignet angesehen, wenn die Unterschiede innerhab
ene Art nicht zu zahlreich waren, zwischen den Arten jedoch genligend Varidion auftrat.
Die 8x8=64 Primerkombinationen wurden an verschiedenen Macaranga-Arten der
Sektion Pachystemon getestet. Dabel wurden sowohl unterschiedliche Arten ds auch
unterschiedliche Akzessonen der gleichen Art untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabdle 7
zusammengefasst. Die Anzahl der Banden und ihr Grof3spektrum variierte dabe erheblich,
ebenso wie die Mdglichkelt der Abgrenzung distinkter Banden.

HindllNMsel [AAC AAG ACG AGC CAA CAC CGA CTA

AAC maldig mangel haft|mangel haft|méidig maldig gut maldig mangel haft
AAG gut maldig mangel haft|maldig mangel haft|mangel haft|maidig gut

ACA mangel haft|mangel haft|maidig mangel haft|maliig gut maldig gut

ACC mangel haft|maldig mangel haft|maldig mangel haft|gut mangel haft|mangel haft
ACG mangel haft|mangel haft[mangel haft|méaliig mangel haft|gut mangel haft|mangel haft
ACT mangel haft|mangel haft|méidig mangel haft|mangel haft|mangel haft|mangel haft {gut

AGC mangel haft|méaldig mangel haft|mangelhaft|méadig gut maldig maldig

AGG mangel haft|mangel haft|mangel haft|mangel haft|méldig maldig mangel haft|médig

Tabdle 7: Evaluation der 64 AFLP-Primer-Kombinationen mit Hilfe von 12 Macaranga Taxa. Die fett
markierten Primerkombinationen wurden fir die Hauptuntersuchungen eingesetzt.

Die maximde Grofle der sdektiven PCR-Amplifikae schwankte je nach
Primerkombination zwischen ca 230 bp (HindllI-ACG/Msel-ACA) und 750 bp (HindllI-
ACC/Msal-CTA, Hindlll-AAG/Msel-CAC). Die Anzahl der auswertbaren Banden
variierte von 31 HindllI-ACG/Msel-ACA) bis 90 HindllI-ACC/Msel-CAC). Von den 64
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Primerkombinationen erzeugte etwa die Hafte hinreichend aufgddste Bandenmugter. Die
Quditit der Muger wurde in Kategorien engetelt, die von ,gut bis , mangdheft’
reichten. Wéhrend bel den Msel-Primern mit Adenin ds eser sdektiver Base nur ene
Primer-Kombination ads gut engestuft wurde (3%), 21 Kombinaionen hingegen ds
mangdhaft (66 %), wurden mit dem Msel-Primer mit Cytosn ds erder sdektiver Base
acht Kombinationen as gut (25%) und nur 13 ds mangdhaft eingestuft (40 %). Als bester
Kombinationspartner it der Primer Msel-CAC zu erkennen, funf von acht Kombinationen,
an denen dieser Primer beteligt war, liefeten en gutes Ergebnis (63%). Fir die
egentliche phylogenetische Studie wurden acht Primerkombinationen  ausgewdhit (s
Tabelle 7), die dlesamt a's gut eingestuft wurden.

C.1.2.6 Auswahl der DNA-Proben fir die phylogenetische Studie

Insgesamt wurden im Laufe der Vorversuche 275 DNA-Proben von 231 verschiedenen
Macaranga-Proben verdaut, préamplifiziet und sdektiv amplifiziet. Davon wurden
letztlich 120 Proben aus 43 Macaranga-Arten und 5 unbeschriebenen Morphospezies fur
die AFLP-Andyse der myrmekophytischen Sektionen ausgewdhlt (sehe Tabele 2). Das
wichtiggte Auswahlkriterium war, mdglichs dle Arten dieser Sektionen in die Sudie
enzubeziehen. Darlber hinaus <ollten von  wet vebrdteten Arten  moglichst
Aufsammlungen aus verschiedenen geographischen Regionen untersucht werden.

Mit enigen Arten wurden fast immer gute Ergebnisse ezidt, be anderen ergaben sch
Uberdurchschnittlich oft schlechte Bandenmuster. Die Arten der Sektion Pruinosae lief¥en
gach megs besser amplifizieren ds die der Sektion Pachystemon. Innerhdb von
Pachystemon fidlen besonders postiv die Mitglieder der umbrosa- und hypoleuca-Gruppe
auf, ebenso wie M. motleyana und M. trachyphylla aus der bancana-Gruppe. Innerhab der
bancana-Gruppe traten aber auch die meigen Proben mit Uberwiegend schlechten
Bandenmugsern auf; hierzu z&hlen M. depressa f. strigosa (70 % dler Amplifikationen
negativ), M. depressa f. glabra (40% negativ), M. glandibracteolata (40 % negativ) und
M. puncticulata (50 % negetiv). Dieses Ergebnis lief3 sich nicht verbessern, trotz diverser
Versuche die DNA-Renigung und die PCR-Bedingungen zu optimieren.

Alle 120 letztlich ausgewdhlten Proben haten im Rahmen der Etablierung der AFLP-
Methode klare und digtinkte Banden erzeugt. Im Laufe der eigentlichen Studie gdlte sich
jedoch heraus, dass dies nicht fur dle Proben und dle Primerkombinationen der Fal war.
Aus diesem Grund mussten 12 wetere Proben im Nachhinein aus der Wertung
ausgeschlossen werden. Demnach konnten nur 108 Proben in die endglitige AFLP-
Anadyse enbezogen werden. Be enigen Proben gdegentlich auftretende, undeutliche
Bandenpogitionen wurden bel der Auswertung der entsprechenden Primerkombination mit
ene 4" codiet (,missng dad’; s. a Kapitd B.2.7.1.1). Der Einfluss auf die Topologie
der Baume war vernachlassigbar.
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C.1.3 Pilotstudien zur Charakterisierung informativer
Chloroplasten-Regionen

Zu Beginn der Untersuchung wurden 12 nichtkodierende Chloroplasten-Regionen
augewahit (sehe Tabelle 3) und in der Literatur beschriebene universdle Primerpaare auf
ihre  Funktionstiichtigkeit innerhdb von Macaranga Uberprift. Neben intergenischen
Regionen (,,spacer”) wurden auch drei Introns mit in diese Voruntersuchungen einbezogen.
Fur die Tests wurde zunéchst ein kleines Set aus jewells mindestens finf DNA-Proben aus
unterschiedlichen  Sektionen  zusammengestdlt. In enige Voruntersuchungen wurde auch
ene Mallotus-Probe einbezogen. Mit den Primern fir die Loci trnS-trnG und ndhD-ndhE
(Xu et al., 2000) konnten innerhdb der Gattung Macaranga im esen Anlauf kene
Amplifikate erzeugt werden; die bereffenden Lod wurden daraufhin nicht  welter
untersucht.

C.1.3.1 Der pshB-psbH-Spacer

Fur die PRlotdudie zur Amplifikation des psbB-psbH-Spacers wurden die DNA-Proben
M. aétheadenia 228, M. spec. C 21, M. gigantea 828, M. pruinosa 092, M. winkleri 012,
M. lowii 225, Mallotus floribundus 333 und Mallotus paniculatus 334 ausgewdhlt. Die
Amplifikation funktioniete mit dlen Proben gut und ohne nennenswerte Nebenprodukte
(ohne Abbildung). Die FragmentgrofRe betrug ca. 690 bp, auch be Mallotus. Auf dem
ABI-Sequenzierer konnten Sequenzen mit einer Leseweite von 280 bis 420 bp erhdten
werden. Die Vaidbilitée zwischen den sechs untersuchten Taxa (M. aétheadenia 228,
M. spec. C 21, M. winkleri 12, M. lowii 225, Mallotus floribundus 333 und Mallotus
paniculatus 334) wa jedoch &uRBerst geing - ledigich zur  Abgrenzung
MallotusMacaranga konnten funf mehr oder weniger geschete Punktmutationen
identifiziet werden. Des Weiteren wurde en Indd in Form ener ,AATA“-Duplikaion
gefunden. Dear AT-Gehdt des sequenzierten Abschnitts betrug etwa 60 %. Ein Versuch,
weitere Macaranga-Arten im Rahmen ener Diplomarbeit auf ihre Vaidion im psbB-
psbH-Spacers hin zu untersuchen, musste aus technischen Grinden abgebrochen werden
(Heidsieck, 2002), Fir die phylogenetische und phylogeographische Untersuchung wurde
dieser Locus daher nicht in Betracht gezogen.

C.1.3.2 Das rpsi16-Intron

Die Amplifiketion des rpsl6-Introns erzeugte be M. aétheadenia 228, M. spec. C 21,
M. pruinosa 92 und M. gigantea 828 klare Banden von etwa 1000 bp, bei M. winkleri von
etwa 900 bp Grole. Erfolgreich sequenziert werden konnten im Rahmen der Vorversuche
aber nur M. aétheadenia 228, M. spec. C 21 und M. winkleri 12, die Lesaweite betrug nur
280 bis 425 bp. Der ,AT“-Gehdt lag ebenfals be ewa 60%. Es wurden keine
gescherten Mutationen fir den Locus in den lesbaren Bereichen entdeckt, weshdb er von
weiteren Untersuchungen ausgeschlossen wurde.

C.1.3.3 Die trnT-trnL- und trnL-trnF-Spacer sowie das trnL-Intron

Die von den sogenannten ,Taberlet-Primern  engerahmte  trnT-trnL-trnF-Region
(Taberlet et al.,, 1991) wurde in mehreren Macaranga-Arten aus den dre
myrmekophytischen Sektionen sowie zwe Mallotus-Arten auf ihre Amplifizierbarkeit und
eventuele Variabilitdt untersucht. Nach Auftrennung der PCR-Produkte auf Agarose-
Gden zagte der Bereich zwischen trnT und trnL be dlen Proben ene Grole von etwa
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550 bp, und bei trnL-trnF von etwa 500 bp. Die Grof3e des trnL-Introns variierte von etwa
600 bp (M. winkleriella 396), Uber 610 bp (Pachystemon und Pruinosae-Proben), 640 bp
(M. winkleri, M. lowii 225, Mallotus floribundus 333 und Mallotus paniculatus 334) bis zu
670 bp (M. winkleri 12)

Der trnL-trnF-Spacer wurde in inggesamt sechs Taxa ansequenziert, wobel die Lesewelte
zwischen 170bp (M.lowii 225) und 400bp (M. griffithiana 74) schwankte. Zur
Abgrenzung Macaranga/Mallotus wurden finf Punktmutationen detektiert. Innerhab von
Macaranga wurde ein grof3es Indel (21 bp) bel M aétheadenia 228 entdeckt. Es handelt
gch hierbe um ene kurze Duplikation des angrenzenden Bereichs. Zwe Punktmutetionen
grenzten M. lowii 225 von den restlichen Proben ab.

Fir das trnL-Intron wurden vier Sequenzen wahrend der Pilotstudie untersucht. Die
Vaiation, die in enem ca 350 bp Sequenzabschnitt gefunden wurde, war aul3erst gering.
Lediglich zwel  Punktmutationen wurden fir die Abgrenzung Macaranga/Mallotus
gefunden, eine Punktmutation trennte M. hullettii und M. winkleri. Der AT-Gehdt lag bel
etwa 65 %.

Der Spacer zwischen trnL und trnT lie3 Sch in den Rilotstudien schwer sequenzieren, o
dass nur max. ca. 300 bp gut lesbar waren. Die Variabilitét dieses kurzen Sequenzbereichs
war aber mit inggesamt funf Punktmutationen und enem Inde wesentlich hoher ds die der
anderen beiden , Taberlet“-Abschnitte, zumindest was die Abgrenzung von Mallotus und
Macaranga betrifft. Hinzu kamen wetere vier Punktmutationen und en Indd flr
Vaiationen innerhdb von Mallotus. Innerhab von Macaranga war der Sequenzabschnitt
hingegen mit Ausnahme eines variablen Mikrosatd liten- L ocus monomorph.

Aufgrund der mangenden Vaiabilitét innerhab der Gattung Macaranga wurden dle drel
» Taberlet“-Loci von den weitergehenden Untersuchungen ausgeschlossen.

C.1.3.4 Der psbA-trnH-Spacer

Bea ener ersden Untersuchung der intergenischen Region zwischen psbA und trnH wurden
mit dlen untersuchten Templaten Amplifikate erhdten, deren Grofe von 850 bp (Sektion
Winklerianae) Uber 900bp (Sektion Pruinosae) bis zu 950bp reichte (Sektion
Pachystemon). Auffdlend hiertba dnd vor dlem die ausgedehnten AT-Bereiche und en
Gesamt-AT-Gehdt von weniggens 70 % (GC-Gehdt nur ca 15%, der Rest unklar). Es
wurden aul¥erdem auf dem kurzen Stick vier Indels detektiert, die auch innerhab der
Sektion Pachystemon variabe sind. Neben den Indds befand sch en Mikrosatdlit mit
ene Lange von deben (Pachystemon) bzw. zehn (M. winkleri) Wiederholungsainheiten
innerhab des Spacers. Dieser Bereich wurde fur die Chloroplasten-Andyse zunéchst néher
in Betracht gezogen; es wurden daher wetere Proben Uberwiegend aus der Sektion
Pachystemon sequenziert. In den meigen Fdlen traten hierbel Schwierigkeiten auf; nur
einige Sequenzen konnten ausgewertet werden.

Fur die phylogendtischen und phylogeographischen Untersuchungen konnte dieser Locus
letztlich nicht verwendet werden, da er sch (1) nur schlecht amplifizieren und sequent
zieren lief3 und (2) aufgrund des hohen AT-Gehdts und der uniberschaubaren Fllle an
Insertions- und Deletionsereignissen  Uber grole Bereiche hinweg kein  endeutiges
Alignment maglich war.
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C.1.3.5 Der intergenische Bereich zwischen trnQ und trnS und der ccmp2-
Locus

Da Beech zwischen den Genen trnQ und trnS enthdt neben nichtkodierenden
Abschnitten auch zwel Gene, psbK und psbl. Ersteres ist ca. 300 bp von trnQ entfernt ist
und etwa 160 bp lang. Das psbl-Gen ist ca 300bp von psbK entfernt, aber nur etwa
100bp lang. Der Abgand zwischen psbl und trnS variiet be verschiedenen Arten
erheblich und betrégt durchschnittlich ca 200 bp (Qudle: www. nchi.gov).

Im Rahmen ener Diplomarbet (Heidseck, 2002) wurde der Bereich zwischen trnQ und
trnS fir Macaranga-Arten aus unterschiedlichen Sektionen sequenziert und auf den Grad
der Vaiabilitdt untersucht. Der Spacer zwischen trnQ und psbK wies 23 Punktmutationen
auf, davon dre innerhdb der myrmekophytischen Arten und die Region zwischen psbl und
trnS Uberwiegend Indds. Innerhdb der myrmekophytischen Arten wurden im Rahmen von
Rlotsudien insgesamt acht varidble Indels identifiziert. Bel der Region zwischen psbl und
trnS handdt es sch auch den sogenannten ccmp2-Bereich, der haufig Mikrosatdliten
enthdt und fir den universdle Primepaare entwickdt wurde (Weisng und Gardner,
1998). Der ccmp2-Vorwartsprimer dtzt im Endbereich des psbl-Gens, der ccmp2-
Rickwartsprimer  innerhadb des trnS-Gens. Die PCR mit diesen beiden Primern
funktionierte meig problemlos und liferte ba fast dlen Macaranga-Proben distinkte
Fragmente.

Abbildung 9: PCR-
Produkte, die mit ccmp2-

Primern aus verschiedenen
Macaranga-Arten  erhalten

wurde. Zur Ubersicht der
eingesetzten Proben siehe

Tabelle 2

Die Fragmentgrolen lagen mit ener Ausnahme in ener Grolenordnung von ca 300 bis
400 bp (Abbildung 9).

Da dea gesamte Bereich zwischen trnQ und trnS zu grof3 war, um in énem Ansaz
sequenziert zu werden und aulRerdem die Vaidbilitéd innerhdb der myrmekophytischen
Arten im Grol3el dieses Bereichs nur gering war, wurde fir die wetergehenden Studien
lediglich der kurze, AT-reiche Spacer (AT-gehdt 85 %) zwischen psbl und trnS verwendet
(»cemp2). Innerhdb dieses Bereichs konnten 14 Indels mit jeweils weniger as 10bp
identifiziert werden. Mit dem Hinzufiigen weter entfernter Arten war es nicht mehr in
dlen Fdlen maoglich, eine Homologiserung besimmter Bereiche vorzunehmen, weswegen
fir die phylogendtische Andyse grofe variable Bereiche ds en Locus mit viden Allden
angesehen und ausgewertet wurden (dehe Kapited B.2.7.2.2). Punktmutation kommen mit
éng  Ausnadhme auschlidich bem Veglech der Pachystemon-Arten mit  den
AulengruppenTaxa oder der Sektion Winklerianae vor.
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C.1.3.6 Der ccmp6-Locus: Mikrosatelliten-Hotspot im ersten ycf3-Intron

Auch der ccmp6-Locus enthdlt nach Studien von Weisng und Gardner (1998) héufig
Mikrosatdliten. Sowohl die Amplifiketion des Berechs mit dem universdlen ccmp6-
Primerpaar ds auch die Sequenzierung funktionierten mit dlen Arten problemlos. Das
Alignment war 120 Basenpaare lang, und der AT-Gehdt lag be etwa 75%, aso niedriger
ds ba den zuvor besprochenen Loci. Aufgrund der geringen Lange und Vaiation ist der
ccmp6-Bereich  zwar  nicht  fir eine  phylogenetische Andyse, wohl aber flir ene
phylogeographische Auswertung nah verwandter Arten gut gedignet. Neben 2zwe
Mikrosatelliten (beide Poly-T) enthdt der Bereich auch en Indd (dehe Tabdle im Anhang
und eektronische Datel), mit dessen Hilfe die bancana-Gruppe aus Sabah in zwel separate
Clades untertellt wird und ene Punktmutation innerhalb der Sektion Pruinosae. Der erste
Mikrosatellit variiert in der Anzahl der Wiederholungseinheiten zwischen Ti1 und Tis, der
zweite zwischen T7 und Tyo.

C.1.3.7 Der atpB-rbcL-Spacer

Die Region zwischen den Genen atpB und rbcL wurde nach den Vorversuchen ds ener
der interessanteren Loci ausgewdhlt und ebenfdls im Rahmen der Diplomarbeit von
Michadl Hedseck (2002) auf Vaidbilitét innerhdb der Gattung genauer untersucht. Die
PCR funktionierte bis auf wenige Ausnaéhmen problemlos, und es wurden immer darke
und diginkte Banden detektiet. Um auch schwierige Proben zu amplifizieren, wurde eine
touchdown-PCR unter Zusatz von DMSO (und zT. BSA) durchgefihrt. Der AT-Gehdt
des atpB-rbcL-Spacers lag im Durchschnitt bei 72 %. Der intergenische Bereich it durch
vaiable und konservetive Abschnitte gekennzeichnet, die einander abwechsdn. Einige der
konservativen Abschnitte entsprechen den Promotoren fir die beden Gene. Trotz vider
Indel-Ereignisse konnte das Alignment problemlos ersdlt werden. Be den vorhandenen
Indels handdt es sch meist um grofere Duplikationen (> 10 bp) oder Deletionen. Auler
Indds und Punktmutationen befinden dch noch vier unterschiedlich  variable
Mikrosatelliten innerhab des Spacers. Es handelt sch dabe um ein Poly-A- und drel Poly-
T-Bereiche. Aufgrund der zahlreichen Polymorphismen innerhdb der zu untersuchenden
Sektionen wurde die atpB-rbcL-Region ds einer von drei Loci fir die wetergehenden
Studien ausgewahlt.
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C.2 Phylogenie myrmekophytischer Macaranga-Arten und
ihrer Verwandten

C.2.1 AFLP-Phylogenie

Die AFLP-Ansédtize der 120 DNA-Proben wurden auf zwel Gelen vertellt durchgefihrt (64
Probentaschen je Gd). Als Grofienstandard wurde auf den Aulenbahnen sowie in der
Mitte dler Gele eine Probe aufgetragen, die zu Beginn der Untersuchungen mit Hilfe der
M13-DNA-Sequenz geeicht wurde. Fir die phylogenetische Andyse wurden insgesamt
426 Bandenmerkmale gewertet, wobel die eindeutig wertbaren Bandenpostionen je nach
Primer zwischen 34 und 75vaiieten (dehe Tabedle 8). Die Grofe der Fragmente
Uberschritt selten 500 bp. Nur zwel Banden waren in dlen Akzessonen identisch. Finf
Banden waren monomorph fir die Sektion Pachystemon und 12 fir die Sektion Pruinosae.
Dies i¢ en Hinwes af en hohes Ma3 an Vaiadilitda der AFLP-Muder, auch auf
intraspezifischer Ebene. 154 (36 %) Banden waren gpezifisch fir Arten der Sekt.
Pachystemon und 26 (6 %) fur Sekt. Pruinosae.

Tabelle 8: Bandenanzahl und Polymorphismen der fir die Untersuchung eingesetzten AFLP-Primer-
K ombinationen

Primer Kombination | Bandenanzahl Banden spezifisch flr Banden monomorphin

Pachystemon Pruinosae | Pachystemon  Pruinosae

A HindACA-MseCAC 75 26 5 1 2
B  HindACC-MseCAC 444 15 3 1 3
C  HindAGC.MseCAC 62 23 2 0 1
D HindACA-MseCTA A 13 0 1 2
E  HindAAGMseCTA 68 23 6 1 0
F HindAAGMseAAC 31 5 3 1 2
G HindAAC-MseCAC 69 33 5 0 1
H  HindACT-MseCTA 43 16 2 0 1

Total 426 154 26 5 12

Die Andyse der Bandenmugter efolgte mit Hilfe des Progranms GenelmagelR
(B.2.7.1.1). Die zunéchst generierte bindre 0/1-Marix wurde in ene Ahnlichkets-bzw.
Diganzmatrix umgerechnet. Die Werte fir die paarweisen Ahnlichkeiten bewegten sich
fur dle Taxa zwischen 0,260 und 0,951, innerhdb der Sektion Pachystemon zwischen
0,303 und 0,951, und innerhalb der Sektion Pruinosae zwischen 0,420 und 0,874 (siehe
Tabdle9).
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Tabelle 9: Bandbreite der paarweisen Ahnlichkeiten innerhalb einzelner Arten (A) und
zwischen Arten, Gruppen und Sektionen (B). Die Berechnung wurde mit dem Nei und Li-
K oeffizienten durchgefihrt

inter spezifische Variation intraspezifische Variation

Sektion Pachystemon zwischen allen Taxa 0.260-0.951
M. aetheadenia 0.689-0.837 innerhalb der Innengruppe 0.303-0.951
M. angulata 0.656-0.804 innerhalb Pachystemon 0.303-0.951
M. depressa 0.693-0.830 innerhalb Pruinosae 0.420-0.874
M. indistincta 0.642-0.8%4 innerhalb Winklerianae 0.439-0.741
M. glandibracteolata 0.812-0.878

M.griffithiana 0.699-0.755 innerhalb der bancana Gruppe 0.421-0.879
M. hypoleuca 0.775-0.951 innerhalb der hypoleuca Gruppe 0.571-0.951
M. motleyana 0.632-0.811 innerhalb der kingii Gruppe 0.545-0.817
M. umbrosa 0.671-0.802 innerhalb der puncticulata Gruppe  0.550-0.913
M. spec. C 0.735-0.835

M. triloba 0.732-0.767

M. velutina/M. bancana 0.569-0.832

Sektion Pruinosae

M. hosei 0.692-0.819

M. pearsonii 0.737-0.834

Die s ehdtenen Daensitize wurden zum enen phéngisch mit  Hilfe wvon
Baumrekonstruktionsmethoden ausgewertet (NJMethode und UPGMA-Andyse). Dazu
wurden die Computerprogrammpakete PAUP und TREECON verwendet. Zum anderen
efolgte ene kladidische Auswertung nach dem ,Maximum parsmony“-Kriterium (MP)
mit PAUP. Schliedich wurden die Daen auch mit Hilfe einer Haupt-Koordinaten- Analyse
(PCO) untersucht, welche keine phylogenetischen Interpretationen zuldsst, daflr aber
Gruppenzugehdrigkeiten besser zum Ausdruck bringen kann. Die PCO wurde mit dem
Programmpaket NTSY S-pc durchgefhrt.

C.2.1.1 Phéanetische Analyse der AFLP-Daten

Be der Durchfihrung der NJAnayse und der UPGMA-Andyse wurde M. tanarius ds
Aul¥engruppe gewdhlt. Es handdt sch hier um eine wet verbratete, im ITS-Baum von
(Blattner et al., 2001) von den myrmekophytischen Sektionen entfernt sehende
Macaranga-Art. Die Topologie der Dendrogramme (su.) anderte sch auch nicht, wenn
stattdessen M. heynel a's Aul3engruppe eingesetzt wurde.

Die Abbildung 10 zeigt enen NJBaum der in die AFLP-Studie einbezogenen 108
Macaranga-Akzessonen auf der Bass von 426 Mekmden, die mit acht Primer-
kombinationen erzeugt wurden. Macaranga heynei, M. conifera und M. diepenhorstii
dehen basa zu adlen myrmekophytischen Sektionen. Die Monophylie der Sektionen
Pachystemon und Pruinosae wird jewels gut unterstiitzt durch ,Bootstrap’-Werte von
81% bzw. 87%. Die beiden Arten der Sektion Winklerianae (M. winkleri und
M. winkleriella) gruppieren ebenfdls zusammen, erhdten aber nur geringe dSatistische
Unterstitzung. Die Beziehungen zwischen den drei Sektionen bleibt ungddst. Wurden
jedoch M.winkleri und M. winkleriella aus dem Datensatz entfernt, dann bildeten die
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Sektionen Pachystemon und Pruinosae gut gestitzte Schwesterngruppen (BS 83 %,
Abbildung nicht dargestellt).

Innerhalb der Sektion Pruinosae gibt es ene klare Trennung zwischen myrmekophytischen
und nicht myrmekophytischen Arten, wobe die weit verbretete, nicht myrmekophytische
M. gigantea ene Schwederpodtion zu dlen anderen Arten der Sektion einnimmt (BS
81 %). Die Akzessonen der enzenen Arten bilden jewells monophyletische Gruppen,
welche aber nur bei M. pruinosa, M. puberula und M. gigantea BS-Werte > 50 % erhdten.

Die Sektion Pachystemon wird in vier datigtisch sehr gut gestitzte Gruppen unterteilt. Drel
der vier Gruppen (bancana-Gruppe, hypoleuca-Gruppe, kingii-Gruppe) simmen im
Wesentlichen mit den Gruppen Uberein, die in friheren Studien mittdls 1TS-Sequenzen,
RAPD-Fingerprints oder morphologischen Studien identifiziet wurden (Blattner et al.,
2001; Davies, 1996, 2001; Davies et al., 2001). In Anlehnung an Blattner et al. (2001)
werden die Gruppen im folgenden ds hypoleuca-Gruppe (BS 99 %), kingii-Gruppe (BS
96 %), puncticulata-Gruppe (BS 97 %) und bancana-Gruppe (BS 96 %) bezeichnet, wobei
letztere auch die Arten der motleyana-Gruppe enthdlt, wie se von Davies (2001)
beschrieben wurde. Da se sch in verschiedener Hingcht von den anderen Mitgliedern der
bancana- Gruppe unterscheidet, (sehe Tabelle 10) wird se auch separat behandelt.

Die langen terminden Agte weisen auf hohe innerartliche Variation hin. Akzessionen der
gleichen Art guppieren in der Regd zusammen (M. rostrata, M. trachyphylla,
M. griffithiana, M. motleyana, M. glandibracteolata, M. hypoleuca, M. beccariana,
M. umbrosa, M. lamellata, M. curtisii, M. gigantea, M. pruinosa), meg mit sgnifikanten
» Bootstrap“-Werten. Ausnahmen finden sch vor dlem innerhdb der bancana-Gruppe, wo
z.B. die Akzessonen von M. bancana und M. velutina eine gemischte Gruppe bilden.

Die hypoleuca-Gruppe vereinigt die auch morphologisch dhnlichen Arten M. hypoleuca
und M. beccariana. Die kingii-Gruppe enthdt dle Akzessonen von M. caladiifolia,
M. lamellata und M. umbrosa (friher M. kingii ssp. lamellata; vgl. Davies 2001). Die
ggentliche M. kingii i sehr sdten und konnte in die Untersuchung nicht enbezogen
werden. In der puncticulata-Gruppe snd dle Akzessonen von M. puncticulata,
M. sarcocarpa und M. curtisii vereinigt; in der grol¥en bancana-Gruppe ale anderen Arten
der Sektion. An der Basis der bancana-Gruppe steht M. havilandii. Alle anderen Arten der
Gruppe tellen sch (dlerdings ohne ,Bootdrgp®-Unterstiitzung) in zwe  Untergruppen, die
hier ds motleyana- und bancana- s.str.- Gruppe bezei chnet werden.

Die Arten der beiden Gruppen unterscheiden sich morphologisch deutlich. Die Arten der
motleyana-Gruppe (M. havilandii, = M. motleyana, M. griffithiana, M. ashtonii,
M. glandibracteolata, M. spec. A und M. spec. B) snd auffdlig bewachd, die der bancana
S. str.-Gruppe im Allgemenen nicht. Die enzdnen Arten der motleyana-Gruppe sind
durch hohe BS-Werte voneinander abgegrenzt. Werden M. spec. A und M. spec. B aus der
Analyse ausgeschlossen seigt der ,,Bootstrap”-Wert der motleyana-Gruppe as solche auf
uber 50 %.

Die Beechnung von Phdnogrammen wurde nicht nur mit dternativen  Methoden
durchgefihrt (NJ und UPGMA), sondern auch mit der gleichen Methode und
unterschiedlichen  Computerprogrammen  (TREECON, PAUP). Alle s generierten
Phégnogramme weisen im Groleen und Ganzen die sdben Topologien auf und
Gruppierungen wie oben besprochen. Unterschiede bestehen lediglich beziglich der
Sdlung gatisisch nicht gestitzter Gruppen und der Hohe der ,Bootstrap*-Werte. Alle
Gruppen mit hohen ,Bootstrap‘-Werten erwiesen dch Uber dle Andysen  hinweg
identisch.
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Abbildung 10: Neighbor Joining-Baum von 108 Macaranga-Akzessionen, erzeugt auf der Basis von 426
AFLP-Bandenpositionen aus acht Primerkombinationen. Die unterliegende Distanzmatrix wurde mit
Hilfe des Nei und Li-Indexes (1979) berechnet. Die Zahlen oberhalb der Zweige geben die ,Bootstrap”-
Werte an, erzeugt aus 1000 Wiederholungen. Nicht myrmekophytische Taxa sind im Dendrogramm mit
grauen Asten dargestellt, myrmekophytische mit schwarzen.

C.2.1.2 Kladistische Analyse der AFLP-Daten

Die kladistische Andyse der 0/1-Matrix wurde mit Hilfe des Programmpaketes PAUP mit
dem “maximum parsmony”-Kriterium durchgeftihrt. Auch hier wurden wieder wahlweise
M. tanarius oder M. heynei ds Aul¥engruppe eingesetzt. Es wurden 12 kirzeste Baume mit
jewells 2843 Schritten gefunden. Die Baume wiesen einen Cl von 0,149 und einem RI von
0,513 auf, was auf ein reativ hohes Ma3 an Homoplase hinweis. Die ,Bootdragp*-Werte
wurden mit 100 Replikationen und dem ,TBR branch swapping® gerechnet. In Abbildung
11 id der ,mgority rue‘-Konsensus-Baum aus den 12 B&umen zu sehen. Wie schon be
der phénetischen Andyse sehen M. conifera und M. diepenhorstii basd zu dlen
myrmekophytischen  Sektionen. M. winkleri und M. winkleriella snd Schwestertaxa,
jedoch auch hier ohne daidische Unterstiitzung (BS <50 %). Generdl weist der MP-
Baum erheblich niedrigere ,Bootdrap‘-Werte auf ads die phénetischen B&ume Die
Sektion Pachystemon (BS <50 %) und Pruinosae (BS 57 %) snd jewells monophyletisch,
aber auch se mit nur geringer ,, Bootstrgp'- Unterstiitzung.

Innerhalb der Sektion Pruinosae steht auch im MP-Baum die nicht myrmekophytische
M. gigantea basd zu dlen Ubrigen Pruinosae-Arten. Lésst man diese Art weg, o erhoht
sich der ,Bootstrap“-Wert der Sektion von 57 % auf 92 %. Auch dle Ubrigen Arten der
Sektion gruppieren gemdld ihrer taxonomischen Zuordnung (M. pruinosa, M. puberula,
M. pearsonii) Die Sektion Pachystemon telt sch in die vier oben definieten, médg bis
immer noch sehr gut gestitzten Gruppen [bancana- (BS 64 %), kingii- (BS 88 %),
hypoleuca- (BS 97 %) und puncticulata-Gruppe (BS 81 %)]. Die Anordnung der Gruppen
zueinander unterscheidet dch aber. In der Pogtion identisch zum  Phénogramm  in
Abbildung 10 ig lediglich die bancana s.str.-Gruppe ds abgdetetester Zweig. Die
bancana s.str.-Gruppe i im MP-Baum aber pargphyletisch, da enige Proben aul¥erhab
der Gruppe sitzen (M. depressa 100, 291 und 297, die unbewachsten M. aétheadenia und
M. spec. C). Auch M. motleyana, M. griffithiana, M. glandibracteolata und M. ashtonii
gruppieren  zusammen, dle vier Mitglieder der motleyana-Gruppe mit ausgepragter
Wachsbereifung auf den Zweigen. M. havilandii steht wie im NJPhénogramm an der
Bass der gesamten ,Gruppe. Bewachste und unbewachste M. aétheadenia-Akzessonen
bilden zwei wet getrennte Gruppen, wdrend se im NJBaum veenigt snd. Eine
Aufgpatung von wesmaaysschen und borneensschen Akzessionen in getrennte Gruppen
findet sch sowohl in M. hullettii und M. bancana aus der bancana-Gruppe als auch ba M.
hosai aus der Sektion Pruinosae. Innerhab von Borneo lassen sich geographisch definierte
Gruppen in M. hypoleuca, M. pearsonii und M. depressa beobachten. Im Fale von
M. depressa ig jedoch nicht klar ob es sch prim& um ene geographische oder
taxonomische Untertellung handelt, da in den verschiedenen geographischen Standorten
unterschiedliche Formen der Art vorkommen . glabra in Sabah und f. strigosa in Sarawak
und Ostkalimantan).

Insggesamt lasst sich festhdten, dass die Topologien der phénetischen und kladistischen
Baume leichte Unterschiede aufweisen, dle gut gestiitzten Gruppen finden sich jedoch be
bei den Berechnungsmethoden wieder.
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Abbildung 11: Majority rule-Konsensus-Baum von 12 AFLP-MP-Baumen mit jeweils 2843 Schritten,
erzeugt auf der Basis von 426 AFLP-Bandenpositionen aus 8 Primerkombinationen. Clades, die in einem
strikten Konsensus-Baum kollabieren, sind durch gestrichelte Linien dargestellt. Die Zahlen unterhalb der
Aste geben an, in wieviel Prozent der 12 einzelnen Baume die jeweilige Verzweigung vorkommt. Die Zahlen
oberhalb der Linie reprasentieren die , Bootstrap”-Werte, welche mit 100 Replikationen und ,, TBR-branch
swapping® berechnet wurden. Nicht myrmekophytische Taxa sind im Dendrogramm mit grauen Asten

dargestellt, myrmekophytische mit schwarzen.

C.2.1.3 Haupt-Koordinaten-Analyse der AFLP-Daten

Eine ganz andere Methode, vewandtscheftliche Verhdtnisse und  Zusammenhénge
darzugelen, gdlt die Haupt-Koordinaten-Andyse (,principad coordinate anadysis‘, PCO)
dar. In Abbildung 12 représentieren die ersten drei Koordinaten 13,5 %, 5,4 % und 4,2 %
dler Vaianzen und ermdglichen es die funf auch im NJ und MP-Baum erkennbaren
Artengruppen voreinander zu trennen, dh. die Sektion Pruinosae, und die bancana-,
kingii-, hypoleuca- und puncticulata-Gruppe der Sektion Pachystemon. Auf der ersten
Achse trennt sich die Sekt. Pruinosae und die bancana-Gruppe der Sekt. Pachystemon
gegentiber den restlichen Arten ab. In der zweiten und dritten Dimension trennen sich die
kingii-, die hypoleuca- und die puncticulata-Gruppe voneinander ab. Die Aulengruppen
Taxa dehen von den Sektionen Pachystemon und Pruinosae isoliet. Die Sektion
Winklerianae bildet keine deutliche Gruppe. Die wesentlichen Ergebnisse der NJund MP-

Analyse werden demnach auch durch die PCO bestétigt.
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C.2.2 Chloroplasten-Phylogenie

Fur die phylogenetische Andyse der ChloroplastenDaten wurden die intergenischen
Berache zwischen atpB und rbcL und zwischen psbl und trnS (,ccmp2*) verwendet
(vergleich Kagpitd C.1.3.5 und C.1.3.7). Aufgrund der geringen Vaiabilitét innerhab der
myrmekophytischen Macaranga-Sektionen waren kene fundieten Rickschlisse auf
Vewandtschaftsbeziehungen innerhab dieser Sektionen zu ewaten. Es wurden daher
exemplarisch nur enige Arten der enzenen Sektionen fir diesen Tel der Andyse
engesetzt. Welche Sequenzen identisch snd konnen der Tabelle mit den Chloroplastent
Mekmden entnommen werden. Zid der Andysse wa es die Podtion der
myrmekophytischen  Sektionen  innethdb  der  Geattung Macaranga insgesamt  zu
betimmen. Neben moglichs viden Macaranga-Arten aus unterschiedlichen Regionen
(zB. Sunda-Provinz, Neuguinea, Afrika) und Vewandtschaftskreisen wurden  ds
Aulengruppe enige Mallotus-Arten von Borneo und der Habinsed Maaysa verwendet.
Be Herbarproben war es trotz spezidler Reinigung und Reparaturmethoden nur aus zwel
Arten mdglich Sequenzen des ccmp2-Locus zu erzeugen. Der atpB-rbcL-Bereich konnte
aufgrund saner Grole nicht amplifiziet werden. In Tabdle 2 ig aufgefihrt, fir weche
Arten an welchem der beiden cpDNA-Loci Sequenzdaten erzeugt werden konnten.

C.2.2.1 Phylogenie auf der Basis des atpB-rbcL-Spacers

Das Alignment fir die phylogenetische Andyse des atpB-rbcl-Spacers hatte eine Lange
von 963 bp, die Lange der Einzesequenzen vaiierte zwischen 747 und 819 bp innerhdb
von Macaranga und zwischen 565 und 830 bp innerhadb von Mallotus. Das Alignment
ersreckt sich vom ersten Codon des atpB-Gens am 5-Ende bis zu den ergen 10
Nukleotiden des rbcL-Gens am 3'-Ende.

Der intergenische Bereich zwischen dem atpB- und rbcL-Gen zeichnet sch durch ene
Vidzahl von Indds aus, die die beden Gattung Macaranga und Mallotus ds auch die
Arten innethdb der  myrmekophytischen  Sektionen  vonenander  differenzieren.
Punktmutationen dagegen snd verglechsvese odten, gdlen innehdb der  Sektion
Pachystemon vor dlem Autgpomorphien dar und spiden deshdb be der Berechnung von
Vewandtschaftsbeziehungen keine entscheidende Rolle Die Gesamtvarigbilitée an dem
Locus betrégt 3,4 % innerhdb von Macaranga und 7,5% im gesamten Daensatz. Die
Sektion Pachystemon weist eine markante 21 bp-Ddetion ds unikde Syngpomorphie auf.
Fur die Sektionen Winklerianae gibt es keine entsprechende Synapomorphie, wahrend eine
Pruinosae-spezifische  Insation in dnigen, aer nicht in  dlen Pruinosae-Proben
vorkommt. Die Vaiaion innerhdb der Sekt. Pachystemon beuht vor dlem auf
Mikrosatelliten, welche aber fur die phylogenetischen Anadysen nicht verwendet wurden
(g€ehe hierzu Erlauterungen im Kapitd A.1.).

Ba da ,maximum parsmony“-Berechnung (Berechnungsmodi Sehe Abbildung 13) auf
der Basis des atpB-rbcL-Alignments wurden 270 kirzeste Baume mit einer Lange von 91
Schritten gefunden; 44 der 76 varidblen Podtionen waren parsmonieinformativ. Drel
Mallotus-Arten (Mallotus penangensis, Mallotus griffithianus, Mallotus eucastus) weisen
im Alignment ene 275bp grole Deetion auf. Innerhadb dieses Bereiches liegen beal den
Ubrigegn  Mallotus-Arten enige aussagekréftige Mutationen.  Vermutlich  durch  die
fehlenden Merkmde in diesem Bereich bedingt, gruppiert diese Mallotus-Gruppe in ca. der
Hafte dler 270 gefundenen Baume innerhdb von Macaranga, wodurch Mallotus
paraphyletisch wirde. In die Berechnung der Konsensus-Baume wurden daher nur
Einzdbdume enbezogen, bae denen diese Mallotus-Gruppe basd zu dlen Macaranga-
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Sppen geht. Der Auschluss der Baume beanflusste nicht die Gruppierungen innerhab
von Macaranga.

Be dea Betrachtung enes ,maximum parsmony“-Baumes (Abbildung 13) l&sst sch der
Mangd an Vaiadilitd innerhdb der Gattung Macaranga besonders gut erkennen. Einige
Arten unterscheiden 9ch in nur enem enzigen Merkma vonenander. Ganz anders verhdt
es dch innerhdb von Mallotus, wo die enzenen Gruppen durch mehrere, tellweise
enmaige Mutationsereignisse definiet werden. Die Mallotus-Akzessonen bilden jedoch
keine monophyletische Gruppe.

Insgesamt betrachtet erbringt der MP-Baum auf der Bads des atpB-rbcl-Alignments nur
wenig Informaion. Die meden Ade kollabieren bel  der Berechnung enes
Konsensushaumes (nicht dargestelt). Eine deutliche Gruppe bilden hiebe die
verschiedenen Macaranga tanarius-Akzessonen mit einem , Bootstrap“-Wert (BS) von
98 %. Eine wetere eindeutige Gruppe bilden die afrikanischenArten (BS 79 %;
M. ferruginea, M. oblongifolia, M. capensis). Die dre Myrmekophyten enthaltenden
Sektionen  (Pachystemon, Pruinosae, Winklerianae) bilden jewells keine endeutig
definierte Gruppe. Von den myrmekophytischen Sektionen wird nur Pachystemon durch

ene nur hier vorkommende Syngpomorphie im atpB-rbcL-Bereich unterstiitzt (Sehe
Tabelle 11 im Anhang).
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Abbildung 13: Maximum parsmony- Analyse auf der Basis der Sequenz des atpB-rbcL-Spacers. Einer
von 270 kirzesten Baumen. Indels wurden separat codiert, es wurden keine Mikrosatelliten mit in die
Bewertung einbezogen. Die 270 kirzesten B&ume haben je einer Gesamtlénge von 91 Schritten aus 915
konstante Merkmale, aus 44von 76 parsimonieinformative Merkmale. Die Ziffern oberhalb geben die
Schritte an. Einstellungen: ,Addition sequence: simple” (ref. Taxon Mallotus paniculatus 0334). ,TBR
branch swapping”. Mallotuswurde als Auf3engruppe definiert.

C.2.2.2 Phylogenie auf der Basis des psbl-trnS-Spacers (ccmp2)

Das Alignment des intergenischen Bereichs zwischen psbl und trnS besitzt ene Lange von
579 bp. Hinzu kommen am 5'-Ende 33 Pogtionen des psbl-Gens (inkl. Primer-Bindestelle)
und am 3- Ende ebenfals 33 Nukleotide des trnS-Gens. Aufgrund zahlreicher komplexer
Indels war fir groe Bereiche (231bp) kein endeutiges Alignment mdglich. Diese
Abschnitte wurden bel der MP-Andyse aus der Berechnung ausgeschlossen, die darin
enthdtene Information kodiet und an das Ende des Daensatzes angehdngt (Sehe
Alignment im Anhang: ,,ccmpMPixt*). Die grof¥en Langenvariationen und Verschech
telungen kamen in den Arten der Gattung Mallotus vor. Die Sequenzen von drei Mallotus-
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Arten mussten aufgrund von Homologiserungsproblemen aus dem Alignment und  somit
aus der Wertung ausgeschlossen werden (Mallotus lackeyi, Mallotus miquelianus,
Mallotus wrayi). Bei zwel weteren Merkmaen konnte nicht entschieden werden, ob es
gch um zwe unabhdngig voneinander entdandene Insationen handdt. Die beden
Merkmaden wurden daher be der Andyse nur gewichtet mit dem Fektor 05 in die
Berechnung einbezogen.

Legt man das Gesamtdignment zu Grunde, s0 exidieren 6 % Mutationsunterschiede auf
Bass von Punktmutationen (35 Mekmae). Be Macaranga snd es ebenfdls 6 %
Differenz (26 Merkmde), in einem um 157 bp verkirzten Alignment.

Be da ,maximum parsmony”-Berechnung (Berechnungsmodi Sehe Abbildung 14) auf
der Basis des atpB-rbcL-Alignments wurden 35501 kirzeste Baume mit einer Lange von
90,5 Schritten gefunden; 32 der 61 varidblen Podtionen waren parsmonienformativ.
Mallotus steht basd zu dlen Macaranga-Arten und bildet auch mit diessm Locus keine
monophyletische Gruppe (Sehe Abbildung 14). Innerhdb von Macaranga stehen die
Arten der Sektionen Pseudo-Rottlera und M. tanarius an der Bads hinzu kommt die bel
diesem Locus mit in die Andyse enbezogene M. coriaceae aus Neukadedonien. Die
Ubrigen dldostasiaischen Arten und die afrikanischen Arten bilden ene, auch im
Konsensusbaum (nicht dargestellt) gestiitzte Gruppe.

Gut gediitzte Gruppen innerhdb von Macaranga gibt es nur wenige. Die M. tanarius-
Akzessonen bilden mit der durch atpB-rbcL nicht untersuchten M. suwo eine Gruppe (BS
85 %). Die Arten der Sektion Pseudo-Rottlera-Gruppe bilden im psbl-trnS-Baum keinen
monophyletischen Clade. Alle Proben aus Afrika (inkl. M. mauritiana) gruppieren
zusammen, unter Einschluss der nun zusdizlich untersuchten M. beillel. Statistisch gestiitzt
snd aber nur der Schwesterstatus von M. ferruginea und M. oblongifolia (BS 85 %). Fir
die myrmekaphytischen Arten exidiert kein enheitliches Bild.
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Abbildung 14: ,Maximum parsimony“-Analyse auf der Basis des des intergenischen Bereichs zwischen
psbl und trnS (ccmp?2). Einer von 35.501 kiirzesten Baumen (, most parsimonious trees*). Indels wurden
separat codiert. Die kirzesten Baume haben je einer Gesamtlange von 90,5 Schritten; von 61 von 607
Merkmalen sind variable und 32 davon parsimonieinformativ. Die Ziffern oberhalb geben die Schritte an, die
Ziffern unterhalb den Bootstrap-Wert (100 Wiederholungen). Einstellungen: ,Addition sequence: simple*
(ref. Taxon Mallotus paniculatus0334). ,, TBR branch swapping”. Mallotuswurde als Auf3engruppe definiert.
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C.2.2.3 Kombinierte Analyse beider Chloroplasten-Regionen

Be der kombinierten Andyse beider Chloroplasten-Loci entsent ein MP-Baum mit 159,5
Schritten. Deutlich wird der grofe Abstand zwischen Mallotus und Macaranga und die
langen Agte zu den eénzelnen Mallotus- Gruppen (siehe Abbildung 15).

Mallotus bildet wie schon be den Einzdbdumen eine pargphyletische Gruppe und seht
basd zu Macaranga. Die Gatung Macaranga wird charakterisert durch 7,5
Evolutionsschritte was dch auch im drikten Konsensusbaum (Sehe Abbildung 26 in der
Diskusson) durch ene sehr gute datistische Abscherung widerspiegdt (BS 97 %). Basd
deht die wet verbreitete M. tanarius (BS 100 %), gefolgt von den Arten der Sektion
Pseudo-Rottlera. Die Ubrigen Arten werden durch lediglich dre  Evolutionsschritte
zusammengehdten und bilden insgesamt eine nicht gestiitzte (BS <50 %) Gruppe, in der
sch auch die afrikanischen Arten (BS 96 %) as Schwestergruppe zu M. mauritiana (BS
59 %) wiederfinden. Die Mitglieder der Sektionen Sachyella, Javanicae und Winklerianae
bilden keine sektionspezifischen Gruppen. Auch zegt sch, dass M. siamensis weit weg
von der Sektion Pruinosae gruppiert. Die von Davies (2001) vorgenommene Zuordnung
von M. siamensis zu dieser Sektion ist daher in Frage zu stellen.

Die beiden grof?en myrmekophytischen Sektionen Pruinosae und Pachystemon sind beide
monophyletisch, jedoch ohne datistische Abscherung (BS <50 %). Innerhadb der beiden
Sektionen ig die Auflosung gering; um die Vewandtschaftsverhdtnisse der Gruppen
néher zu untersuchen wurde daher ein Netzwerkandyse durchgefiihrt (Sehe néchges
Kapitel)

Zusammenfassend  last dch sgen, dass es dlen mit Hilfe der  vorliegenden
Chloroplasten-Sequenzen  nicht méglich id, ene zuverldssge sysematische Zuordnung
der myrmekophytischen Arten innerhdb der Gattung Macaranga vorzunehmen. Deutlich
erkennbar wird aber die basale Postion der Pseudo-Rottlera-Gruppe und von M. tanarius,
sowie die Zusammengehtrigkeit der  afrikanischen  Macaranga-Arten.  Insgesamt
erscheinen die Arten der maaischen Region wenig differenziert voneinander, so dass auch
die Sektionszugehdrigkeiten nicht immer eindeutig belegt werden konnte.
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Abbildung 15: Einer von 40.101 kirzesten , maximum parsimony“-Baumen auf der Basis der beiden
untersuchten Chloroplasten-Bereiche atpB-rbcL und psbl-trnS (Gesamtléange von 159,5 Schritten).
Indels wurden separat codiert. Die zugrunde liegenden Daten enthalten 52 variable, aber
parsimonieuninformative und 71 parsimonieinformative Merkmale. Die Ziffern oberhalb geben die Schritte
an. Einstellungen: ,Addition sequence: simple® (ref. Taxon Mallotus paniculatus 0334). ,TBR branch
swapping”. Mallotuswurde a s Auf3engruppe definiert.

In einem abschlielfenden, im néchsten Kapitel beschriebenen Set von Versuchen wurden
die myrmekophytischen Macaranga-Arten mit Hilfe ene Nezwekandyse néher
untersucht. In diese Experimente wurden neben Punktmutationen und Inde-Ereignissen
auch variable Mikrosatdliten mit einbezogen.
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C.3 Analyse der Chloroplasten-Daten mit Hilfe eines
statistischen Parsimonie-Netzwerkes

C.3.1 Haplotypendiversitat am atpB-rbcL, psbl-trnS und ycf3-Locus

Fur die Netzwerkandyse der ChloroplastenrDaten wurde neben den beiden fir die
Phylogenie verwendeten Loci atpB-rbcL und psbl-trnS (=ccmp2) ein Abschnitt des ycf3-
Introns sequenziert, dessen Lénge im Gesamtaignment 119 bp betrug. Es handdt sich be
diessm Locus um enen Hot-Spot fur ChloroplastenMikrosatelliten (Locus ccmp6, Weising
und Gardner, 1998), der fir ene ,maximum pasmony“-Andyse kaum auswertbare
Merkmde enthdt (C.1.3.6), fir Netzwerkanaysen jedoch brauchbar ist.

Das Alignment des atpB-rbcL-Locus hat eine Lange von 929 bp und enthdt neben den fir
die phylogenetische Untersuchung verwendeten acht Indes und zehn Punktmutationen vier
Mononukleotid-Mikrosatdliten vom Typ Poly A/T. Die viee Mikrostdliten d€nd
unterschiedlich  variabd. Wéhrend ener der PolyT-Bereiche innerhdb der  Sektion
Pachystemon nur in der bancana-Gruppe in Wesmaaysa und in der hypoleuca-Gruppe
vaiiet, is en weterer PolyT-Mikrosadlit in dlen Arten und Regionen hochvariabd und
wurde dem Netzwerk manudl ds letztes Merkmad zugefligt. Innerhdb von Pruinosae war
die Mikrosatelitenvariation generdl geringer. Néhere Angaben Uber die Zuordnung der
Merkmade und Haplotypen zu den enzenen untersuchten Akzessonen konnen in der
Tabdle im Anhang engesshen werden. Das Alignment des ccmp2-Locus ist 432 bp lang
und enthat insgesamt 14 Indels, acht Punktmutationen und keine Mikrosatdliten.

Nachdem sch schon wahrend der PRilotsudie herauskrigaliserte, dass Chloroplastent
Haplotypen zwischen und innerhdb von Arten vaiieten und zT. nach geographischen
Kriterien vertalt vorkamen, war es eforderlich, von méglichst dlen Arten der Sektionen
Pachystemon und Pruinosae mehrere Proben aus verschiedenen Regionen zu untersuchen.
Macaranga siamensis wurde nicht berticksichtigt, da sich schon be der phylogenetischen
Untersuchung herausstdlte, dass diese Art offenschtlich nicht zur Sektion Pruinosae gehort.
Zusdizlich zu den myrmekophytischen Sektionen wurden wetere Slidogtesatische Arten ds
Aulengruppen mit in die Untersuchung einbezogen. Auf der Abbildung 18 ist zu erkennen,
dass der Fokus der Untersuchung auf dem Norden und Nordwesten Borneos lag. Dies ist
zum enen damit zu begrinden, dass hier die Diversté der Gettung mit 17 untersuchten
Arten sehr hoch is. Zum anderen i das madayssche Bundedand Sabah enes der
Untersuchungsgebiete einer Forschergruppe aus Wirzburg, mit der eine enge Kooperation
bestent. In Ostkdimantan kommen ebenfdls vide Arten vor (14), aus diesr Region mussten
jedoch Uberwiegend Proben aus dem Herbarium Leiden, Niederlande eingesetzt werden.
Eine grole Licke beziglich der Aufsammlungen beselt in Sid-, West- und
Zentradkdimantan. Hier kommen zwar vide Macaranga-Arten vor, es bestand aber keine
Maoglichkeit, an geeignete Blatproben heranzukommen. Auf der Habinsd Madaysa und in
Thalland gibt es die wenigen Arten der myrmekophytischen Sektionen (12 Arten). Nur
M. constricta, M. curtisii, M. griffithiana und M. triloba kommen ausschlieldich aul¥erhdb
Borneos vor.

Gudrun Béanfer 71



Ergebnisse - Chloroplasten-Phylogeographie

C.3.2 Zweistufen-Rekonstruktion eines statistischen Parsimonie-
Netzwerkes
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Abbildung 16: Erste Stufe des statistischen Parsimonie-Netzwerkes der Sektionen Pachystemon,
Pruinosae und Winklerianae sowie weiterer stidostasiatischer Arten, ohne homoplastische Merkmale.

Wie schon unter Materid und Methode (B.2.7.2.3) néher erlautert, wurde die Ergtelung des
Netzwerkes in mehreren Schritten durchgefiihrt. Zunéchst wurden be der Bestimmung der
Heplotypen dle Mikrosadlitenvarianten sowie dle homoplastischen Indds aul3en vor
gelassen. Daraus resultierten 44 Haplotypen, die mit Hilfe des Computerprogramms TCS
(Clement et al., 2000) zu enem Pasmonie-Netzwerk kombiniert wurden (No. 1-44,
Abbildung 16). Diesam Geriist-Netzwerk wurden anschliel3end die Gbrigen Polymorphismen
maenuell oder unter zu Hilfendhme des TCSProgramms hinzugefigt. Das voll aufgdogte
Netzwerk mit 88 Haplotypen ist in Abbildung 17 dargestellt. Die Mikrosatdlitent und Inde-
Vaidaionen wurden in Abbildung 17 as Erweterungen (zB. 3a 3b) an die urspringliche
Haplotypen-Bezeichnung angehangen. Nur  wenige unaufgddste Verbindungen zwischen
den Heplotypen snd in dem Netzwerk verblieben, die auf keine der im Methodentell
angegeben Art und Weise aufgelést werden konnten und daher verschiedene Interpretations-
madglichkeaiten zulassen. Inggesamt 10 Haplotypen kommen bel bis zu 7 verschiedenen Arten
vor. Pro Gruppe und Standort wurden bis zu 4 verschiedene Haplotypen gefunden. Mest
haben unterschiedliche Arten am gleichen Standort auch unterschiedliche Haplotypen (z B.
in Bau, Sabah, mit dre Arten und drei Haplotypen), es kommt aber auch vor, dass dle
untersuchten Taxa enes Sandorts den glechen Haplotypen bedtzen (z B.
M. glandibracteolata, M. indistincta, M. motleyana und M. hypoleuca aus Luasong, Sabah).

Das Netzwek i komplex, aber rdativ gut aufgdés. Es zeigt en Ausmal an
Srukturierung, wie es mit der ,maximum pasmony‘-Andyse nicht erreicht wurde.
Waéhrend die Sektionen Pachystemon und Pruinosae (sensu Davies, 2001) gut voneinander
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und den Aulengruppen dbgegrenzte monophyletische Gruppen dargtdlen und durch
wenigdens drel  nicht homoplasische Mutationen voneinader getrennt sind, bildet die
Sektion Winklerianae (sensu Whitmore, 1975) kein Monophylum. M. diepenhorstii Den
grolden Unterschied zu dlen anderen Arten wels M. recurvata mit seben Schritten zu
M. diepenhorstii ds néchstem Nachbar auf (Sehe Anhang).

Waéhrend die Haplotypen (HTs) der Sektion Pruinosae in Borneo nach der vorhandenen
Datenlage nur in jewels ene Art vorkommen (dehe Anhang), snd die beden in
Wesmadaysa vertretenen Haplotypen 1 (M. gigantea und M. pruinosa) und 3 (M. gigantea,
M. hosei und M. pearsonii) in mehreren Arten présent. HT 3 kommt auf3erdem in
Ogkdimantan vor, wo & an enem Standort be zwe unterschiedlichen Arten auftritt
(M. gigantea #162 und M. pearsonii #166 ).

Die Sektion Pachystemon wels inggesamt die grofiere Anzahl an Haplotypen auf; in beden
Sektionen (Pachystemon und Pruinosae) kommen jedoch ca 2,5 Haplotypen auf eine Art.
Dies ig dlerdings eine Verenfachung, da keine Unterscheidung zwischen welt verbreiteten
und begrenzt vorkommenden Arten gemacht wird.
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Abbildung 17: Statistisches Parsimonie-Netzwerk aus Haplotypen von Macaranga-Arten myrme-
kophytischer Sektionen. Zur Erstellung wurden drei verschiedene Chloroplasten-Loci verwendet @tpB-rbclL
intergenischer Spacer, ein Teil des ycf3-Introns (ccmp6) und psbl-trnS (ccmp2). Mit Ausnahme von
M. calcicola (cac), M. gigantea x pruinosa (gxp), M. winkleriella (wla) und M. spec. (spA, spB, spC, spD),
wurden die Arten durch die ersten drei Buchstaben ihres Epithetons abgekiirzt. Die Grofke der Kreise
reprasentiert die Anzahl von Akzessionen, die diesen Haplotypen aufweisen. Die Nummern neben oder
innerhalb der Kreise geben die Haplotypen-Bezeichnungen an. Graue Verbindungen zwischen zwel
Haplotypen stellen alternative Verbindungen dar (Homoplasie), die weniger wahrscheinlich sind als die
schwarzen Verbindungen. Der als mogliche Wurzel des Netzwerkes definierte Haplotyp (vgl. Text) ist durch
einen Stern gekennzeichnet.
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C.3.3 Unterteilung der Gruppen und geographische Verbreitung der
Haplotypen

Innerhalb der Sektion Pachystemon finden wir mit gewissen Einschrénkungen die sdben
Grolgruppen wieder, die auch mit der AFLP-Andyse identifiziert und benannt wurden.
Deutlich abgrenzbar snd dlerdings nur die hypoleuca- und die kingii-Gruppe, wahrend sch
die Ubrigen Arten in ener ser diversen bancana-Gruppe wiederfinden. Die Arten der
puncticulata- Gruppe werden erst unter Hinzunahme der Mikrosatelliten in der zweiten Stufe
der Netzwerkrekonstruktion von der bancana s.|t.-Gruppe abgetrennt. Weniger ausgepragt
ig die Abgrenzung der motleyana-Gruppe. Innerhalb der grof3en bancana s. str.-Gruppe
wurden insggesamt 58 Akzessonen von 15 Arten untersucht (inklusve M. spec. C und
M. spec. D), die zusammen 25 Haplotypen aufwiesen. Nimmt man motleyana- und
bancana s.str.-Gruppe zusammen, so wurden in den 79 Akzessonen aus 20 Arten (inkl.
M. spec. A, B, C und D) insgesamt 40 Hapl otypen gefunden.

Die Arten der puncticulata-Gruppe separieren sich zwar von den Taxa der bancana s.Sir.-
Gruppe, bilden aber keine monophyletische Einhelt. Die borneendschen Akzessonen
M. puncticulata und M. sarcocarpa (HT 34f, 38 und 34e) gruppieren zusammen, die
westmaaysschen M. puncticulata-Proben (HT 34c und 39) ebenso, wobel es zwischen den
beden Gruppen funf unbesstzte Podtionen im Netzwerk gibt. Demgegentber sehen
M. curtisii (HT 344d). Alle Haplotypen der puncticulata-Gruppe zweigen im Netzwerk von
M. triloba 0431 (HT 34b) ab.

Die hypoleuca-Gruppe umfasst acht Haplotypen aus zwe Arten und neun untersuchten
Proben, wobei ene Akzesson aus Luasong, Sabah ihren HT mit ebenfdls dort vor-
kommenden Arten der bancana-Gruppe teilt. Es gibt zwel weit voneinander weg liegende
Ogkdimantan-Proben (HT 17c und 19), zwei nahe beenander liegende HTs aus
Nordostsarawak bzw. Brune (HT 17b,c) und zwe ndher beenander liegende HTs aus
Sabah (HT 17 und 18).

Die kingii-Gruppe dgdlt genau wie die hypoleuca-Gruppe ene klar abgegrenzte
monophyletische Gruppe dar, mit insggesamt neun Haplotypen be dre Arten und 10
untersuchten Proben. Nach Maligabe der Netzwerk-Topologie konnte der Ursprung in
Nordostsarawak/Brunel  liegen, woraus dSch sowohl die SabahHTs ds auch de
Ogkdimantan-HTs entwickelt hétten. An den beden letztgenannten Standorten kommit
auschliefdich M. lamellata vor, wohingegen in Nordostsarawak/Brune dle  Arten
vorkommen.

Die bancana-Gruppe wird deutlich in drel geographisch definierte Gruppen untergliedert
(Gruppe 1, Il und I11). Die genaue Herkunft der einzelnen Proben kann sowohl aus Tabdle 2
ds auch aus der unten abgebildeten Gragphik entnommen werden. Die Gruppe | beinhaltet
dle Proben aus Sabah (und zusétzlich eine M. hypoleuca aus Luasong, s.0.), Gruppe |l setzt
sch aus Akzessonen aus Oskaimantan, Sarawak und Bruna zusammen und die Gruppe ||
schliefdich benhdtet dle Proben aus Wesmdaysa und Thaland sowie eine M. triloba aus
Java. Die Arten der bancana-Gruppe geographisch naher Regionen dtzen generdl nah
beenander, unabhangig von ihrer Artzugehdrigkat. Eine Ausnéhme hievon  gdlt
M. motleyana dar, deren Haplotypen sch mit Ausnahme der Probe aus Luasong dle nah
beileinander befinden, trotz geographisch grof¥er Distanzen (HT 26a, b und 28). Dass es sich
tatsachlich um ene geogrgphische Auftelung enzener Arten handdt, wird am besten an
den welt verbreteten Arten M. bancana und M. hullettii deutlich. Die Haplotypen der beiden
Arten gruppieren immer gemd? ihrer geogrgphischen Herkunft, wo de mit &hnlichen oder
gar identischen Haplotypen anderer Arten assoziiert vorkommen. Grofiere Unterschiede
findet man innerhdb Wesmdaydas und Thaland, und auch die Abtrennung zwischen den
fedlandischen und den borneensschen Akzessonen ist durch vier Schritte deutlich
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vollzogen, wobei der tatsichliche evolutive Weg im Unklaren liegt (Sehe dterndiver grauer
Entwicklungspfad in Abbildung 17.

1 Chantaburi, Thailand

2 Pattani, Thalland

3 Cameron Hl%vlands Westmalaysia
4 Fraser's H|II estmalaysia

5 Gentin Iands/Buk|t Tingii, Westmalaysia
6 Janda a|k estmalaysia

7 Rawang, Westmalaysia

8 Ulu Gombak, Westmalaysia

9 Sekinchan, Westmalaysia

10 Tampin, Westmalaysia

11L|n%g| Westmalaysia

12 Kubah NP, Sarawak

13 Bau, Sarawak

14 Pennssen, Sarawak

15 Sibu, Sarawak

16 Lambir Hills, Sarawak

17 Labi road/Andulau Reserve, Brunei
18 Mulu, Sarawak

19 Belalong, Brunei

20 Kota Kinabalu, Sabah

21 Crocker Range, Sabah

22 Poring, Sabah

23 Bukit Taviu, Sabah

24 Telupid, Sabah

25 Jalan Microwave, Sabah

26 Sepilok, Sabah

27 Deramakot FR, Sabah

28 Tawau Hills, Sabah

29 Luasong, Sabah

30 Berau, Ostkalimantan

31 Lemponah, Ostkalimantan

3¢ ~ezr Loa _arzn, Cstkelrznzn

33 Bukit Soeharto, Ostkalimantan

34 Samboja, Ostkalimantan

35 Sungai Wain, Ostkalimantan

36 Bukit Bangk|ra| Ostkalimantan

37 PT-ITCI-Concession, Ostkalimantan
38 Barisangebirge, Sumatra

39 Java , Semarang (nicht eingezeichnet)

Abbildung 18: Herkunft der Proben fur die phylogeographische Netzwerk-Analyse. Auf dem Plan nicht
dargestellt die Macaranga triloba -Probe aus Java.

Bae der Berachtung der SabahGruppe kann man ene Tendenz zur weteren
Untergliederung erkennen. Die Haplotypen 24a, b, ¢ und 25 kommen mehrhetlich im Osten
Sabahs (Crocker Range und Kinabalu) vor und nur vereinzdt im mittleren Tell (Region um
Telupid). Die andere Gruppe it Uberwiegend auf den wedtlichen (Luasong, Tawau Hills,
Deramakot) und mittleren Tell Sabahs (Region um Tdupid, Sepilok) beschrénkt. Zwe
Haplotypen (HT 45 M. spec. B, HT 48 M. glandibracteolata) dieser Gruppen stammen aber
ebenfdls aus Poring. Auf der Sequenzebene it diese geographische Auftrennung durch en
Ddetionsereignis im  ycf3-Locus makiert, weches en exklusves Mekmd fir die
Haplotypen im Osten Sabahs darstelt .

Aullerhalb der Hauptverbreitungsgebiete der  myrmekophytischen  Sektionen  (Habinsd
Madaysa und Borneo) konnten nur wenige Proben anderer Regionen mit in die
Untersuchung enbezogen werden. Die beden M griffithiana-Proben aus Thailand
integrieren sch im Netzwerk in den wesmaaysschen Tel, wobe M. griffithiana 1987 (der
am wetesen nordlich vorkommende Myrmekophyt) durch vier Mutationsschritte von dem
néchgten Haplotypen welter im Sliden abgegrenzt i. Macaranga triloba aus Java (303, HT
37c) geht nach der vorhandenen Daenlage den westmadaysschen Haplotypen nahe,
M. triloba aus Sumatra (193, HT 27a) eher den Arten aus Borneo.

Innerhalb der Sektion Pruinosae ig keine so endeutige geogrgphische Auftellung zu
erkennen. In den westmaaysischen Proben kommen lediglich zwel Heplotypen vor (HT 1
und 3), diese snd jedoch nicht exklusv auf Westmdaysa beschrankt. Zwel Akessonen von
M. gigantea und M. pearsonii aus Bukit Bangkira, Ogkaimantan, bestzen ebenfdls
Haplotyp 3. Die Akzessonen bzw. Arten aus Sabah nehmen offenbar abgeletete Postionen
ein. Hier geht es nach ener geographischen Untertellung aus, dhnlich der Stuation
innerhab der Sekt. Pachystemon. Wahrend die Haplotypen 8a, b und c¢ (M. pearsonii,
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M. puberula) aus dem Westen Sabahs sammen, kommen HT 6, 3e und f ausschliedich im
Osten von Sabah vor (M. gigantea, M. pearsonii).

Wie schon bel der phylogenetischen Andyse ddlt Sekt. Winklerianae eine pargphyletische
Gruppe dar, deren Akzessonen zwar nach geographischen Standorten unterteilt sind, aber
auch durch viele unbesetzte Haplotypen voneinander getrennt sind.

Bewurzdt wurde das Netzwerk unter Zuhilfenshme der phylogenetischen  Untersuchungen.
Geht man von den Phylogrammen der ,maximum parsmony“-Anayse aus, so befindet sich
die Wurzd irgendwo 2zwischen Pachystemon und den AuRengruppentTaxa. In dem
Netzwerk wurde die Wurzel M. diepenhorstii zugeordnet (HT9a), da es sch be den hier
vorliegenden Daten um den basalsten Haplotypen der AulZengruppe handdit.
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D Diskussion

D.1 Methodischer Teil

D.1.1 DNA-Isolation

Die DNA-Isolation wurde reguld nach der sog. CTAB-Methode mit anschlief3ender
Polysaccharid-Fdlung nach Michads et al. (1994) durchgefiihrt, fir einige Proben auch mit
enem kommerzidlen Kit der Frma Qiagen (DNeasy Plant DNA Isolation Kit). Fir
Herbarproben war die CTAB-Methode nur in eénzenen Fdlen efolgreich (zB. M. inermis,
M. suwo, M. coriaceae). Es wurden daher weltere dternative DNA-Isolationsmethoden
getestet, was aber in der Regd nicht zu verbesserten Ergebnissen fuhrte (su.).

Wie in Abbildung 2 dargestdlt, sahen die Ergebnisse der DNA-Isolation, trotz gleichen
Alters der Proben und gleicher Isolationsmethode recht unterschiedlich aus. Macaranca-
Arten bestzen wie dle Pflanzenaten ein weltes Spektrum von unterschiedlichen sekundéren
Inhdtsstoffen, deren Funktionen fir die Pflanze nur telwese bekant snd (Jang et al.,
2004; z.B. Linsenmair et al., 2001; Tseng et al., 2003). Es ist denkbar, dass sch solche z.T.
artspezifischen  Inhdtsstoffe auf die Ausbeute und Qualitst der DNA-Préparation bel
manchen Arten negetiv auswirken, bel anderen hingegen nicht. Aus Tabdle 5 geht hervor,
dass z.B. aus M. motleyana und M. griffithiana be dlen Versuchen hochmolekulare DNA
erhdten wurde. Aus Blattmaterid von M. recurvata hingegen gdang es mit keiner der
angewendeten Methoden, hochmolekulare DNA zu gewinnen. Dies i moglichewese auf
enen erhohten Gehdt von Polyphenolen in M. recurvata zurlickzufihren, da sowohl die
Bléter (bel nicht optimder Lagerung) ds auch die DNA-Prgparationen regdmédg braune
bis schwarze Vefabungen aufwiesen. Eine solche Vefabung is typisch fir oxidiete
Polyphenole (z.B. Loomis, 1974). Polyphenole kdnnen durch Polyvinylpyrrolidon (PVP)
gebunden werden; PVP-40 in ener Konzentration von 1 % war daher ein Routinebestandtell
des CTAB-DNA-Isolationspuffers. In enigen Fdlen wurde die DNA zusdizlich mit einem
wasserunlédichen PVP-Derivat  (Polyclar ATO, Serva, Heddberg) gerenigt, was ene
deutliche Besserung der anschlielfenden PCR zur Folge hatte.

Auch be M. depressa velief die DNA-Isolation bel etwas Uber der Hdafte der Proben
unbefriedigend. Hier lagen die Grinde vermutlich anders, denn die DNA-Préparationen
waren sehr viskos. Dies konnte auf die Anwesenheit von Polysacchariden hindeuten, die sich
nicht nach der Methode von Micheels et al. (1994) audfdlen lief3en. Von Polysacchariden it
bekannt, dass se die PCR-Amplifikationen erschweren kdnnen (Weising et al., 2005).

Auch die Dauer der Lagerung des Blattmaterids hatte enen Einfluss auf den Erfolg der
DNA-Isolation. So wurden ca. 80 % der ds podtiv gewerteten Isolationen mit Blattproben
durchgefiihrt, die maximd 3 Monae bea -80°C gelaget worden waren. Langere
Lagerungszeiten wirkten sich bel viden Macaranga-Arten negativ auf die Qualitét der DNA
aus. Bel den gut zu isolierenden Proben gicht insbesondere M. motleyana heraus. Bel dieser
Art schent die Lagerung keinen bzw. kaum einen Einfluss auf die Qudité der DNA zu
haben. Wéhrend der Isolation wurden keine Verfarbungen beobachtet. Hochmolekulare
DNA wurde sowohl aus sehr frischem Materid erhdten ds auch aus Blétern, die mehr as
ein Jahr im getrockneten Zustand be Raumtemperatur aufbewahrt worden waren.

Erfolglos verliefen sowohl Versuche, die Bléter mit 100% Ethanol vorzubehanddn (Adams
et al., 1999) ds auch die Anwendung einer von Jobes et al. (1995) beschrieben Variante der
s0g. SDS-Methode. Be letzterer wurde das Blatmaterid zunéachst in einem  Puffer
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homogenisiert, der die Zdlkerne intakt lief3, durch seinen hohen Gehdt an PVP (2 %) jedoch
cytoplasmeatische Polyphenole effektiv entfernte.

Inggesamt  zeigen die verschiedenen Experimente  zur  Verbesserung der DNA-
Isolationsroutine nur geringe Erfolge auf. Die Hauptursache dafr liegt wahrscheinlich in der
Art dar Behandlung und Aufbewahrung des entsprechenden Pflanzenmaterids von der
Aufsammlung bis zur DNA-Isolation. Es war schon friher beobachtet worden, dass frisches
Blattmaterid von Macaranga oder frisch eingefrorenes Materid die besten Resultate bel der
DNA-Isolation erbrachte (Banfer, 1999). Die Schndltrocknung mit Slicage nach Chase und
Hills (1991) g€t zwar in viden Fdlen ene gute Alternative dar, scheint aber flr enige
Arten nicht gedgnet zu s@n. Die unbefriedigend verlaufenen |solationsversuche aus
Herbarproben sowie aus langer gelagerten, mit Silicagel getrockneten Proben legen nahe,
dass unter diesen Aufbewahrungsbedingungen en schneller Abbau der DNA efolgt, der fir
die geingen Ausbeuten verantwortlich is. Die Braunfarbung vidler Proben weist dariiber
hinaus darauf hin, dass auch ene Oxidaion von Polyphenolen dattfindet, mit negativem
Einfluss sowohl auf die DNA-Ausbeute ds auch auf die Amplifizierbarket via PCR. Das
Alter von Herbarproben schien kein prinzipielles Problem zu sain, denn in einem Fal war es
madglich, auch aus reaiv dtem Hebarmaterid hochmolekulare DNA  zu  gewinnen.
Schligdich konnten in enigen Falen DNA-Proben mit Hilfe enes Reparatur-Protokolls
(Pusch et al., 1998) wieder soweit hergestellt werden, dass nach einer PCR Chloroplastent
Fragmente bis ca. 450 bp lesbar wurden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fur die gro3e Mehrzahl der Macaranga-Arten die
im  Methodenkapitd  ausfihrlich  beschriebene  Vaiante des CTAB-Protokolls  mit
ansthlielender  Polysaccharidreinigung nach Michadls et al. (1994) die besten Ergebnisse
liferte. Dies gdt fur Frischmaterid, tiefgefrorenes Materid, mit Silicagd getrocknete
Proben und Herbarmateria.

D.1.2 AFLP-Analyse

D.1.2.1 Etablierung und Optimierung der AFLP-Analyse bei Macaranga

D.1.2.1.1 Restriktion und Ligation

Von dem Gdingen und der Vollsténdigkeit der Redtriktionsverdauung héangt in hohem Malie
die Reproduzierbarkeit von AFLP-Ergebnissen ab (Suazo und Hall, 1999; Vos et al., 1995).
Wie PRilotversuche zeigten, ig zur vollgéndigen Redriktion von Macaranga-DNA-Proben in
dem verwendeten RL-Puffer eine reaiv lange Inkubationszeit erforderlich, weswvegen dle
Ansdtize routinemddg Uber Nacht verdaut wurden. Trotzdem war bei enigen Proben nach
der Agarose-Elektrophorese ein Schmier im hochmolekularen Bereich zu sehen, was auf
ene unvolgandige Verdauung hinwed. Dieser Umdgand konnte ebenso wie die zT.
unbefriedigenden  DNA-Isolationsergebnisse (so0.) auf die Hemmwirkung von sekundéren
Inhatsstoffen (vor dlem Polyphenole) und von Polysacchariden zurlickzufihren sein (Vos
et al., 1995; Weisng et al., 2005), moglicherwese auch auf den suboptimaen Puffer fir die
beiden Redriktionsenzyme (Weisng et al., 2005). Proben, be denen Zwefd an der
vollgandigen Redriktion bestanden, wurden nicht in die waetergehenden Untersuchungen
einbezogen.
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D.1.2.1.2 Praamplifikation

Die Préaamplifikation zeigte be dlen durchgefiihrten Optimierungsversuchen en  dhnliches
Ergebnis, unabhangig von der Anderung einzelner Parameter. So hatten weder der gewdhite
Redriktionspuffer, noch die Magnesum-Konzentration im PCR-Ansatz, noch der Zusatz
von Additiven (DMSO, TMAC, Triton X-100®) enen ekennbaren Einfluss auf das
Ergebnis. Ein Unterschied ergab sch lediglich beziiglich der Hezrate des Thermocyclers.
Be Benutzung enes Themocycdes mit schndler Hezrae (5°C/sek.) wurden (It
Testelektrophorese) mehr  Préamplifikationsprodukte erzeugt ds be  langsamer Hezrate
(0,8 °C/sek.). Dies ig plausbel, da auch das AFLP-Origindprotokoll von Vos et al. (1995)
auf Geréten mit langsamen Helzraten etabliert wurde und dementsprechend angepasst ist.

D.1.2.1.3 Amplifikation

Um die sdektive Amplifikation zu optimieren und reproduzierbare Ergebnisse zu erziden,
wurden verschiedene Vorversuche durchgefihrt. Untersucht wurde dabel der Einfluss von
(1) Anderungen der Redtriktionr und Ligationsparameter (Puffer, einzen oder gemeinsam
durchgefiihrte  Redriktion/Ligation), (2) veranderten Bedingungen der  Praamplifikation
(verénderte Heizrale, Zusatz von Additiven), sowie (3) der sdektiven Amplifikation
(verénderte Heizrate, Zusatz von Additiven, Verdinnung der Prdamplifikation, ,Hot Start”-
PCR).

Ohne dchtbare Auswirkung auf die sdektive Amplifikation blieb die Verwendung der
beden unterschiedlichen Puffer warend der Redriktion. Ebensowenig konnte en
Unterschied zwischen ene getrennt  durchgeflhrten  Redriktion/Ligation und  ener
kombinierten Reaktion erkannt werden (D.1.2.1.1).

Einen deutlichen Einfluss dagegen hatte die Erniedrigung der Heizrate auf 0,8 °Cl/sec bal der
sektiven Amplifikation. Diesr podtive Effekt it vermutlich ebenso wie ba  der
Préamplifikation darauf zurlckzufUhren, dass das engesetzte Protokoll urspringlich fir
langsame Thermocycler konzipiert wurde (Vos et al., 1995). Warum eine Abschwéchung der
Sgnde ba der Durchfihrung ener ,Hot Sat‘-PCR aufgetreten ist, kann nicht erklart
werden.

Von den verwendeten PCR-Additiven erbrachten TMAC und DMSO nicht die erhoffte
Wirkung, sondern hatten im Gegentall enen negaiven Einfluss auf die Amplifikation. Das
in der sdektiven Amplifikation zugesstzte TritonX-100® flhrte hingegen zu intensveren
Banden und hatte damit a's einziges eingesatztes Additiv eine positive Wirkung.

Trotz dler Optimierungsversuche liefen dch enige Template gar nicht oder nur schlecht
amplifizieren. Oft haf eine Wiederholung des Versuchs, oder es wurde — im Fale von
enigen mit dem QiagenKit isolieten DNA-Proben - en zusizlicher Polysaccharid-
Reinigungschritt vorgeschdtet. Im Fale von M. depressa und M. triloba haf es, die PCR-
Produkte aus der Préaamplifikation nicht in der standardm&igen 1:10-Verdinnung, sondern
in ener 1:20-Vedinnung fir die sdektive Amplifikation zu verwenden. Zuriickzufihren ist
diesr Effekt vermutlich darauf, dass nicht nur die DNA-Menge verdinnt wird, sondern auch
die gegebenenfdls im PCR-Produkt vorhandenen Inhibitoren (Weidng et al., 2005). Eine
40-fache Verdinnung, wie se ba Vos et al. (1995) beschrieben wurde, erwies sich hingegen
asnicht geeignet, vermutlich aufgrund der dann zu geringen DNA- Ausgangsmenge .

Nach efolgter Etablierung und Optimierung erwies sch die AFLP-Methode fir die Gattung
Macaranga as gut reproduzierbar (sehe Kapitd C.1.2.4), > 95% der AFLP-Banden waren
in den Replikaten identisch. Ahnlich hohe Werte wurden zum Beispid von Myburg et al.
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(2001) bei Eucalyptus, von McGregor et al. (2000) bei Solanum tuberosum und von Hansen
et al. (1999) be der Gattung Beta gefunden.

Bezliglich der phylogenetischen Auswertung von AFLP-Daten ist es wichtig, dass ene
augreichend grol®e Anzahl an Merkmden (d.h. An- bzw. Abwesenheit von Banden an ener
bestimmten Pogtion) enbezogen wird. Mit zunehmender Anzahl an Mekmden fdlen
zufdlige, ungerichtete Fehler weniger ins Gewicht (Skroch und Nienhuis, 1995). Wichtig
dabel it jedoch, dass keine systematischen Fehler auftreten, die sich eventuel potenzieren.

Die Versuche mit den getrennt durchgefiihrten DNA-Isolationen haben deutlich gezeigt, dass
die Auswahl von Proben und Mekmaen entschedend fir den weteren Verlauf der
Vesuche sain kann. Bevor daher ausgewdhlt wurde, welche Templat-DNAs fir die
phylogenetische Untersuchung letztlich in Betracht kamen, wurden mit dlen DNA-Proben
Tedamplifikationen  durchgefihrt. Bea Templa-DNAs die dch  schlecht  amplifizieren
lieffen, die aber wichtig fir die Probenauswahl waren, wurde versucht durch erneute
Reinigung der DNA oder Verdinnung/Erhdhung des eingesetzten Préamplifikats bessere
Ergebnisse zu eziden. Proben, die trotz dler Optimierungsversuche mit mehr as ener
Primerkombination letztlich keine Ergebnisse lieferten, wurden bel der Auswertung nicht
bertickschtigt (Sehe hierzu auch D.1.4.1)

D.1.2.2 Auswabhl der selektiven Primer

Be den PRlotdudien mit unterschiedlichen Kombinationen von sdektiven Primen gelte
sch heraus, dass Cytosn (C) as sdektive Base auf der erden (innersten) Postion generdll
bessere Ergebnise lieferte ds Adenosin (A). Die Grinde hierfir snd nicht klar, dieser
Effekt wurde jedoch auch be anderen Pflanzengattungen beobachtet (z.B. be Arten der
Gatung Fosterella, Bromdiaceae; M. Rex, pers. Mitt.). In den meisen Fdlen zegten die
mit A as sdektierende Base generierten Muster schwéchere und schlechter interpretierbare
Bandenmuster be ungeféhr gleicher Gesamtzahl von Banden. Nur zwel der acht fir die
phylogenetische Studie ausgewdhiten Primer-Kombinationen bedtzen en A ds ede
sektive Base. Moglicheweise funktionieren Primer mit A am 3-Ende generdl schlechter.
Aufgrund der drel Wasserstoffbriicken in eéinem GC-Paar (gegentber zwe in einem AT-
Paar) wird ja beim Primer-Design im dlgemeinen empfohlen, ein C oder G an das 3-Ende
Zu setzen.

D.1.2.3 Auswahl der DNA-Proben

Hochmolekulare und saubere DNA lieferte generdl auch gute Ergebnisse be der AFLP-
Andys (z B. M. motleyana). Arten wie M. depressa, die reich an Polysacchariden snd,
lieffen dch dagegen héaufig nur schlecht oder gar nicht amplifizieren. Wenn die sdektive
Amplifikation nicht optima funktioniert, kann man davon ausgehen, dass schon be den
vorherigen Schritten  (Redriktion, Ligation, Préamplifikation) Schwierigkeiten aufgetreten
and. Interessant snd gruppenspezifiscche  Unterschiede, die in diessm  Zusammenhang
beobachtet wurden. Zum Beispid lieferten die Arten der kingii- und der hypoleuca-Gruppe
durchweg klare, gut interpretierbare Bandenmuster. Diese  Ubereingimmungen  sind
moglicherweise auf den unterschiedlichen Gehdt von PCR-Inhibitoren (Zusammensetzung
von skundaen  Inhdtdoffen) in den  verschiedenen  taxonomischen  Gruppen
zuriickzufiihren.  Myrmekophyten und  Nichtmyrmekophyten hingegen unterschieden dch in
diessr Hingcht nicht. So wies die nicht myrmekophytische M. depressa aus der Sektion
Pachystemon durchweg weniger gute Ergebnisse auf as die nicht myrmekophytische
M. gigantea aus der Sektion Pruinosae. Von enigen nicht myrmekophytischen Macaranga-
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Arten ig bekannt, dass de enen im Veglech zu Myrmekophyten erhthten Gehdt an
sekundéren Inhatsstoffen aufweisen (Eck et al., 2001; Hell et al., 1999; Heil et al., 2002).
Diese scheinen jedoch die Arbeit der bel der AFLP-Andyse verwendeten Enzyme
(Redtriktionsendonukleasen, Tag-Polymerase) nicht generdl zu behindern. Da von den
megen Macaranga-Arten nur wenig Uber ihre sekundéren Inhdtgtoffe bekannt igt, kann
auch keine Optimierungsstrategie fur bestimmte Arten empfohlen werden.

Anzahl und Qudité von AFLP-Banden snd u.a von der Anzahl der sdektiven Basen am
3-Ende der verwendeten Primerpaare, von der Grofe des Genoms und vom Ploidiegrad
abhdngig (Fay et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde standardmédg mit jewells 3
seektiven Basen an beiden Primern gearbeitet (+3/+3), Da be Macaranga kene Polyploidie
bekannt, noch ein auffdlend grol¥es Genom vorhanden ist (Whitmore et al., 1970 und Dr. F.
Blattner pers. Komm.) Diese Kombination fihrte bei Macaranga zu Bandenmugtern mit gut
auswertbarer  Komplexitét. Be Arten mit klenen Genomen is es rasam, die Anzahl
sektiver Basen zu veringern (zB. +2/+3), wohingegen fir grof¥ere Genome ggf. ene
Erhéhung der Anzahl zu ener Verbesserung der Ergebnisse fuhrt (z.B. +3/+4).

D.1.2.4 Auswertung der AFLP-Daten

Be der Konverttierung der AFLP-Bandenmugter in e@ne bindre Merkmasmatrix wurden nur
Banden, die endeutig betimmt werden konnten, in die phylogengtische Anadyse
mitenbezogen. Be kréftigen Banden konnten noch Fragmente mit Langen Unterschieden
von nur 1 bp differenziert werden. Unklare, verwaschene und aus anderen Griinden nicht
deutlich erkennbare Banden wurden nicht in die Daenmatrix aufgenommen, wie es bereits
Yang und Quiros (1993) fur RAPDs und Hodkinson et al. (2000) fur AFLPs empfohlen
haben. Veenzdt i¢ es nach mehrmdigen Vesuchen nicht gdungen, AFLPs ene
betimmten Templat-DNA mit ener bestimmten Primer-Kombination zu erzeugen. Wenn
dies fir mehr ds ene der acht eingesstzten Kombinationen der Fal war, wurde die
entsporechende Probe aus dem Datensatz herausgenommen. Kam es nur einmd vor, so wurde
der fehlende Daensaz mit ener 4" fur ,unklares Ergebnis’ kodiert (Schutt et al., 1997).
Eine vergleichende Auswertung zeigte, dass unklare Daten bel der vorhandenen Daenlage
kenen nennenswerten Einfluss auf das Gesamtergebnis haten, wenn Se veranzdt im
Datensstz  auftauchten. Um en moglichs bretes Artenspekirum in die  Andyse
einzubeziehen, wurden solche Proben daher mitberticksichtigt.

Fur die graphische Auswertung der AFLP-Daten wurden sowohl phénetische (UPGMA und
NJAndyse) ds auch kladigische Methoden (MP) engestzt. Die NJAndyse wurde
dternativ. mit TREECON und PAUP gerechnet, wobel Ubereinsimmende Ergebnisse erzidt
wurden. Gut gestiitzte Artengruppen konnten in der Regd sowohl durch phénetische ds
auch kladigische Methoden identifiziet werden, wobe die Phénogramme generdl besser
aufgdés waren ds die Kladogramme. Ahnliche Beobachtungen wurden auch bel anderen
Pflanzenarten gemacht (Després et al., 2003; z.B. Kardolus et al., 1998; Koopman et al.,
2001). Unterschiede in der Topologie von Phano- vs. Kladogrammen ergaben sch vor dlem
be Gruppen, die in kenem der beden Baume ene gute daisische Abstitzung Uber
,Bootstrap“-Werte erhidten. Verschiedenartige Auswertungen konnen adso ds zusitzliche
Absicherung fir die gefundenen Gruppen gesehen werden.
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D.1.3 Eignung verschiedener Chloroplasten-Regionen fur die
phylogenetische Analyse von Macaranga-Arten

D.1.3.1 Die Loci trnS-trnG, ndhD-ndhE und psbB-psbH

Die zwe Lod trnS-trnG, ndhD-ndhE ligfen sch fir Macaranga-Arten generdl schlecht
amplifizieren. De  Locus psbB-psbH lief3 sch zwar  Uberwiegend amplifizieren, ene
vergleichende Sequenzierung zeigte aber eine fur phylogenetische und phylogeographische
Untersuchungen der  myrmekophytischen Macaranga-Arten zu  groRe  Ubereingimmung
(Heidsieck, 2002). Die schlechte Amplifizierbarkeit kann moglicheweise auf Variationen
innerhdb der Bindestdlen der Primerpaare zurlickzufiihren sain, die ja nicht fir Macaranga
entwicket worden waen. Die dre Loc wurden aus den wetergehenden Andysen
ausgeschlossen.

D.1.3.2 Die Region zwischen psbA und trnH

Die intergenische Region zwischen psbA und trnH wurde bisher bel viden Taxa efolgreich
fur phylogendtische Fragestelungen eingesetzt (Azuma et al., 1999; Chandler et al., 2001;
Sang et al., 1997). Bad Macaranga ewies sSch die Region jedoch ds ungegignet. Probleme
bereiteten vor dlem lange, AT-reiche Sequenzabschnitte, die kein endeutiges Alignment
zulielfen.  Punktmutationen hingegen traten  innerhab  der  Sektion Pachystemon  nur
vereinzdt auf. Die grofie Vaiadilitét in diessm Bereich kann direkt mit dem hohen AT-
Gehdt zusammen héngen, da AT-reiche Sequenzen die Mutationshaufigkeit fordern
(Morton, 1995) und be direkter Nachbarschaft zu einer Base auch Einfluss auf das
Verhdtnis von Trangtionen zu Transversonen nehmen.

Der Bereich zwischen psbA und trnH gilt dlgemein ds Hotspot fur strukturele Mutationen
wie Insationen, Deetionen und Inversonen (Mes et al., 2000; Sang et al., 1997). Die in
solchen Beechen haufig (und auch ba Macaranga) auftretenden kurzen Indes snd
phylogenetisch meis nicht ensatzbar, ua wegen erhdhter Homoplasegefahr durch die
Bildung von Haarnadddrukturen (Mes et al., 2000). Vermentliche Punktmutationen in
solchen Bereichen konnen in Wirklichkeit durch Inversonen bedingt sein. Die wenigen
Punktmutationen innerhdb diesss Locus be Macaranga snd daher mit Vorbehdt zu
betrachten, was auch auf die Entscheidung mitwirkte, diesen Bereich nicht fir die
phylogenetischen Untersuchungen zu verwenden.

D.1.3.3 Der atpB-rbcL-Bereich

Der atpB-rbcL-Locus ewies dch ds gut geegnet fur die Abtrennung von Mallotus und
Macaranga sowie fur die Auftrennung der Mallotus-Arten in einzdne Gruppen. Innerhab
von Macaranga wa die Anzahl von polymorphen Merkmden sehr gering. Trotzdem
wurden einige Artengruppen recht gut durch ,Bootstrap”-Werte unterstiitzt; und der atpB-
rbcL-Baum weis insggesamt einen hohen Cl-Wet auf. Eine verglechsweise geringe
Vaiaion des atpB-rbcL-Locus wurde auch be anderen Pflanzenarten beobachtet (z.B.
Cuenoud et al., 2000; Xu et al., 2000) .

Es gibt auch kritische Simmen diesem Locus gegeniber, da e haufig genauso vide
Insertions- und Deetionsereignissen wie Punktmutationen und aufRerdem haufig (Clegg und
Zurawski, 1992) poly-A/T-Sequenzen aufweis (Golenberg et al. 1993). Savolanen et al.
(1997) konnten dlerdings zeigen, dass innerhab der Ordnung Celastrales mehr ds 60 % der
gefundenen  Indels  Autgpomorphien  dargellen, die nicht mehr und nicht  weniger
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homoplastisch ds Nukleotid-Substitutionen sind. Nach den Beobachtungen innerhab des
vorliegenden Datensaizes trifft das auch auf Macaranga und Mallotus zu, in denen fast
ebenso vide Indds wie Punktmutationen ds <spezifische dso nicht  homoplastische
Merkmae fir einzelne Gruppen auftreten. In Macaranga ist der atpB-rbcL-Locus aul3erdem
nicht durch kurze Basenwiederholungen, sondern durch langere Insertionen und Deetionen
gekennzeichnet (ndheres zum Umgang mit Inddsim Kepitd D.1.4.2.2).

D.1.3.4 Der Bereich zwischen psbl und trnS (,,ccmp2-Locus*)

Aufgrund der reativ geringen Anzahl von Mutationen wurde der grofde Tel des trnQ-trnS-
Spacers von der Andyse der myrmekophytischen Macaranga-Arten ausgeschlossen. An
diesr Sele sollen nur enige Anmerkungen zu dem kurzen Abschnitt zwischen den Genen
psbl und trnS gemacht werden.

Das Alignment des Abschnitts zwischen dem psbl- und dem trnS-Gen wies bei Macaranga
grofRe und verschechtdte Insertions/Deetionsereignisse auf. Diese hatten zur Folge, dass bel
der phylogenetischen Andyse erhebliche Schwierigketen auftraten, die nach Beendigung
der Pilotstudie noch nicht abzuschen waren, da die Rlotstudien vorwiegend mit Arten der
Sektion Pachystemon durchgefiihrt worden waren. Bem Hinzufligen weiter entfernter Arten
wurde es jedoch immer schwieriger, entsprechende Postionen zu homologiseren, so dass es
letztlich nicht méglich war, en eindeutiges Alignment Uber dle Arten hinweg zu erstellen.

Der psbl-trnS-Locus i bekantermaden en  sehr vaidbler Bereich  des
Chloroplastengenoms, der bel viden Pflanzenfamilien Mikrosadliten vom poly A/T enthdlt.
Das von Weisng und Gardner (1998) beschriebene Primerpaar ccmp2 rahmt diesen Locus
en, e wird daher im folgenden auch ds ,cocmp2‘-Locus bezeichnet. Ausgedehnte
hypervariable Bereiche, wie Se bea diesem Locus auftauchen, kénnen en Hinwes auf
interne  Rekombinationsereignisse sein, die dch durch kurze Inversonen oder ,inverted
repeats’ bemerkbar machen (Kelchner und Wendd, 1996; Mes et al., 2000).
Sekundérstrukturen mit sehr grof3en  Schleifenbildungen snd héaufig assoziiert mit Regionen
cheotischer oder labiler Langenvariationen die telwase mehrfach unabhdngig (homo-
plastisch) entstehen kénnen.

Auch der hohe AT-Gehdt des ccmp2-Locus von ca 85% ig en Hinweas auf hohe
Vaidbilitét, wie es schon fir den psbA-trnH-Spacer diskutiert wurde (D.1.3.2) Be der
phylogenetischen  Auswertung der gewonnenen  Sequenzen  wurden dem  hohem
Homoplasierisko insofern  Aufmerksamkeit geschenkt, ds dass Langenvaiaionen im
Sequenzabschnitt zwischen 42 und 130 bp (Sehe dektronischer Anhang;, ccmp2MP.itxt) nur
mit dem Faktor 0,5 in die Berechnungen enbezogen wurden (Sehe auch Kapitd B.2.7.2.2),
wie es im PAUP-Handbuch fur @nlich gelagerte Fale empfohlen wird. Be diesen beiden
Loci konnte nicht genau geklat werden, ob es dch tatsachlich um zwe  unabhéngige
Merkmale handdte oder um eins. Auch be der Interpretation der Daen fir die
phylogeographische Auswertung im Rahmen der Netzwerkrekonstruktion wurde ene
Gewichtung der verschiedenen Indds vorgenommen (vgl. Kapitel B.2.7.2.3).

Die grofden Unterschiede am ccmp2-Locus traten erwartungsgemd3 beim Vergleich der
Macaranga- Sequenzen mit den Mallotus-Sequenzen auf. Neben konservierten Bereichen im
letzten Viertd der Sequenz, zeigten die Arten der Gattung Mallotus auch untereinander
grole Differenzen. Fir drel Arten (Mallotus lackeyi, Mallotus miquelianus und Mallotus
wrayi) war es nicht moglich, en Alignment der Sequenzen mit den redlichen Arten zu
erzeugen. Die grollen ccmp2-Sequenzunterschiede innerhab von Mallotus sehen im
Einklang mit dem vermutlich hohen Alter der Gatung von 50 Mio. Jahren (Gruas

Gudrun Béanfer 84



Diskussion - Methodischer Teil-

Cavagnetto und Kohler, 1992; Martin, 1978) und auch mit der grolen morphologischen
Divergenz der untersuchten Arten (Sik und van Welzen, 2001).

D.1.3.5 Verwendung des ,,ccmp6“-Locus fur die phylogeographische Analyse:
ein Mikrosatelliten-Hotspot

Aufgrund der geringen Lange des Sequenzabschnitts lieferte der gleichfdls von Weisng und
Gardner (1999) beschriebene ,ccmp6-Bereich im  erden  ycf3-Intron nicht  gentigend
Information fir eine phylogenetische Andyse der Macaranga-Arten. Fir die Ergdlung
gendischer Netzwerke im Rahmen der phylogeographischen Studie war dieser Locus jedoch
ebenso wie der ccmp2-Locus hervorragend geeignet. Die beiden in diesem Bereich
enthatenen Mikrosadliten waren in unterschiedlichem Mae varidbd: Es traten keine
Schwierigkeiten bael Sequenzierung und Alignment auf.

D.1.4 Kritische Betrachtung der gewahlten Methoden

D.1.4.1 AFLP-Analyse

Alle molekularen Markermethoden, zu denen auch die AFLP-Andyse gehdrt, missen sich
der Frage nach der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse stellen. Aus diesem Grund gibt es zu
diessm Thema zahlreiche Studien, die entweder nur die AFLPs (z.B.Hongtrakul et al., 1997;
Myburg et al., 2001; z.B.Vos et al., 1995) oder auch verschiedene Markermethoden im
Vergleich  hingchtlich  der  Velésdichket und Reproduzierbarkeit der  Ergebnisse
untersuchten (z.B.Jones et al., 1997; McGregor et al., 2000). Mit ener Reproduktions-
wahrschanlichkeit von meist Uber 99% schneidet die AFLP-Methode unter den diversen
anonymen Markermethoden (z. B. RAPDs Williams et al., 1990); hervorragend ab.
Dennoch ig es generdl empfehlenswert, Duplikations- und Reproduktionsstudien fur die zu
untersuchenden Taxa durchzufihren. Auch be Macaranga konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit exemplarisch nachgewiesen werden, dass eine gute Reproduzierbarkeit
der AFLP-Daten gegeben is. Es wurde daher darauf verzichtet, dle Versuche doppelt
durchzuftihren (Potokina et al., 2002).

Auch be ene gro3 angdegten Studie i weterhin darauf zu achten, dass mdglichst
mehrere Proben einer Art in die Studie einbezogen werden. Nur so kann Uberprift werden,
ob ene Art en Monophylum dasdlt bzw. Artabgrenzungen durch AFLPs unterstitzt
werden. Durch Heterozygotie konnten sonst Verfdschungen im  Dendrogramm - auftreten
(zB. Kardolus et al., 1998). Ein gro3er Tel der Vaiaion von AFLP-Banden tritt
gewohnlich innerhdb ener Art auf, diessr Umdtand it verantwortlich fir die meig grof3en
terminden Aglangen in den Dendrogrammen. Besonders deutlich zeigt sch dies innerhdb
der bancana-Gruppe.

Ein spezifisches Problem von AFLPs konnen auch nicht vollsténdig verdaute DNA-Isolate
sin. Fir die AFLP-Andyse <ollte daher moglichs hochmolekulare und reine DNA
verwendet werden (Vos et al., 1995). Die Reinhat it auch fur die Amplifikation wichtig, da
die Tag-Polymerase auf Verunreinigungen héaufig empfindiich reegiet und gehemmt werden
kann. Schwéchere Banden werden dann eventudl in einzdnen Proben gar nicht amplifiziert
bzw. detektiert, was zu Auswertefehlern fihrt.

Fehler in der Auswetung konnen aber auch aus anderen Grinden auftreten. Eine
Hauptursache fir Fehlinterpretationen igt die irrtimliche Wertung nicht homologer, bel der
Elektrophorese  zufdlig auf glecher Hohe laufender (,komigrierender”) Banden ds
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gemeinsames Merkmd. Be ene Untersuchung an der Kartoffd (Rouppe van der Voort et
al., 1997) wurde gezeigt, dass dieses Problem be nahen Verwandten nur eine geringe Rolle
Fidt. Mit zunehmendem taxonomischen Abgand zwischen den untersuchten Taxa nimmt
die Gefahr der Fdschinterpretation jedoch erheblich zu. Schutt et al. (1997) empfahlen
daher, in unsgcheren Fdlen en Mekma ads unklar zu kennzeichnen (Merkmaszustand ,,4%).
Simmen zwe komplexe Fragmentmudter in zahlreichen Banden Uberein, is auch die
Homologiewahrschenlichkeit fir das enzene Fragment héher. Der bei AFLPs generdl
geringe Cl-Wert berunt auf der oft geringen Homologiewahrschenlichkeit eniger Merkmae
(Després et al., 2003). Die Fragmente ds Merkmae sind aulferdem nicht notwendigerweise
vone nander unabhdngig, was eigentlich eine Grundannahme bel der Auswertung ist.

Eine weitere Art von Auswertefehler hangt mit der Grofe der Fragmente zusammen. So sind
Banden >450 bp haufig in enzdnen Bahnen s0 schwach, dass fdsche Polymorphismen
produziert werden. Niedermolekulare Banden wiederum konnen Primer-Pesks darstellen und
laufen Uberdies oft zufdlig auf gleicher Hohe, ohne homolog zuenander zu sein (so.). Um
solche Fehler zu vermeiden, haben Potokina et al. (2002) empfohlen, nur Banden zwischen
100 und 400bp zu werten Bel Macaranga wurden nur Merkmde in die Auswertung
einbezogen, die grofer as 50 bp und < 500 bp waren.

Be der phylogenetischen Arbeit mit molekularen Markern, wie es die AFLPs dargelen, ist
es aulerdem besonders wichtig, ene auseichend grole Anzahl von Mekmaen zu
andyseren. Die Zuverlassgkeit der gewonnenen Daten penddt sch mit  zunehmender
Anzahl von Mekmden auff enem Paeau en. Eine wetere Hinzunahme von Merkmaen
fuhrt dann nicht mehr zu ener ggnifikanten Verdnderung der resultierenden Baumtopologie.
Schon Skroch und Nienhuis (1995) konnten be RAPDs zeigen, dass Zahlfehler von 2% bei
ener Reproduzierbarkeit der Mekmde von nur 76% kenen Einfluss auf die
Baumtopologie hatten. Bel der Interpretation der phénetisch und kladistisch gewonnenen
Dendrogramme muss man davon ausgehen, dass sch Fehler bel der Ergdlung der Matrix in
beiden Mehoden gleich auswirken. Stabile Gruppen mit ene guten datistischen
Abscherung kaon man mit beden Methoden endeutig bestimmen. Nur diesen Gruppen
sollte man auch ein phylogenetisches Gewicht beimessen (Koopman et al., 2001).

D.1.4.2 Kritische Betrachtung zur DNA-Sequenzierung und zu den
verwendeten Auswertemethoden

Waéhrend klassisch-morphologisch arbeitende Systematiker lange Zeit an der Aussagekraft
molekularer Daten zweifelten, hat sch die Sequenzierung von Kemn oder Organdlen-DNA
mittlerwelle bea dlen Organismen eabliet (zB. Clegg und Zurawski, 1992, z.B.
Felsengtein, 1988; Savolainen und Chase, 2003). Vide Systematiker gehen davon aus, dass
die Aussagekraft der direkten DNA-Sequenzierung Uber digenige von molekularen
Markermethoden, wie es z B. AFLPs dargdlen, hinausgeht. Eine solche Auffassung lasst
sch aber durchaus kontrovers diskutieren. Obwohl man bei der DNA-Sequenzierung direkt
die Nuklectidabfolge eines bestimmten Bereichs seht, kdnnen sowohl die evolutiv richtige
Homologiserung der einzelnen Basen im Alignment ds auch die Gewichtung der Merkmae
erhebliche Probleme im Rahmen einer phylogenetischen Analyse bereiten.

D.1.4.2.1 Alignment von Nukleotid-Daten

Die Ergdlung eines Alignments it ener der entscheidenden Schritte in der DNA-baserten
Vewandtscheftsandyse und kann mehr Einfluss auf die Baumtopologie haben ds die
Anwendung dternaiver Methoden zur Berechnung der Bé&ume Das grundlegende Problem
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dler  Alignment-Methoden i, dass en Optimierungsverfahren  nicht  unbedingt  den
tasichlichen Velauf der Phylogenese rekondruieren muss. Meg wird en  multiples
Alignment-Verfahren engesstzt (Bespide siene Wheder, 1996). Be ednigen Alignment-
Programmen i€ es auch moglich, die unterschiedlichen Wahrschenlichkeiten von
Transverdonen vs. Trangtionen mit einflief3en zu lassen.

Am Computer generiete Alignments sollten aufgrund der Probleme be der Handhabung
léngerer Indds und Mikrosatelliten immer visudl kontrolliet und editiert werden. Oberste
Prioritt be der manudlen Editierung it ene moglichs objektive Beurtellung der
vorhandenen Sequenzen. Insbesondere be nichtkodierenden Bereichen muss dabel verstérkt
auf mogliche drukturelle Zwange geachtet werden (sehe folgendes Kapitel). Es besteht
song die Gefahr, dass eine einzige Punktmutation in ener Haarnaddstruktur, die mehrere
Mutationen nach dch zieht, fdschlicheewese ds mehrere Meakmde gewertet  wird.
Waterhin sollte man darauf achten, ob Sequenzen in der Umgebung von Indds gewisse
Anomadien in Form von direkten Wiederholungseinheiten aufweisen (Mes et al., 2000).

D.1.4.2.2 Insertionen/Deletionen

Das Einbeziehen von Indds, wie es be der Chloroplasten Sequenzierung von Macaranga
vorgenommen wurde, kann zwar wichtige Informationen liefern, aber auch aufgrund der
telwese hoheren Homoplasewahrschenlichkeit zu Fehlinterpretationen  fihren.  Kurze
Indds in der Grofenordnung von wenigen Basenpaaren treten haufig durch Fehler bel der
Replikation der DNA auf, wéhrend langere Indels Uberwiegend durch ungleiches , crossng-
over” entsehen (Li, 1997). Indds in nicht kodierenden Bereichen kdnnen auch aufgrund von
Haarnadelstrukturen entstehen (Sang et al., 1997). Haufig werden Inddbereiche, die im
Alignment nicht eindeutig zu interpretieren snd, bel der phylogenetischen  Interpretation
ausgeschlossen (Yang, 1997; Yang und Rannaa, 1997). Werden Indels in die Bewertung mit
einbezogen, s0 konnen se be den megen Programmen wahlweise ds fehlende Merkmale,
ds funftes Merkmd oder in Form ener separaten mes bindren Datenmatrix (Anwesenhelt
vs. Abwesenhelt) dem dbrigen Alignment hinzugefligt werden (Smmons und Ochoterena,
2000). Vide Wisenschaftler snd dch  enig  darlber, dass en  Grolel der
InsationgDeletionsreignisse, auch die sehr  vaiadlen, phylogendtisch rdevat snd
(zB.Giribet und Wheder, 1999, Mes et al., 2000, Smmons et al., 2001; z.B.Wheder,
1996), und ihr Auscthluss zu ener Fehlinterpretation der tatsichlichen Evolution ener
Gruppe fiuhren kann. Bis heute ig die Evolution von Indds dlerdings unzureichend
aufgeklart; es exidieren lediglich Moddle, wie und unter welchen Bedingungen Indels in die
Bewertung enbezogen werden konnen (z.B. Giribet und Wheder, 1999; Kelchner, 2000;
Lee, 2001; Rillips et al., 2000; Simmons und Ochoterena, 2000; Wéagele, 2000).

Grundsitzlich i¢ be Indderdgnissen ene genaue Andyse da de enschlielenden
Sequenzstrukturen  notwendig, um  eventudl exisierende Haarnadddrukturen  identifizieren
zu konnen. (Mes et al., 2000). Darlber hinaus kommen Inddereignisse in nicht kodierenden,
AT-reichen Regionen héufiger vor ds in anders drukturierten Regionen der Chloroplasten
DNA (Gidly etal. 1996) und kurze Indds snd mit ener hoheren Wahrschenlichkeit
homoplastisch (van Hamet al., 1994).

Fur die phylogenetische Auswertung der Chloroplasten-Daten dieser Arbeit wurden die
Indels separat kodiet und an das Alignment angehdngt. Hochvariable Bereiche, wie Se im
ccmp2-Locus gegeben sind, wurden ds en Indd mit unterschiedlichen Merkmaszustdnden
gewertet (Sehe Datel im dektronischen Anhang; ,cmp2MP.txt*). Auf diese Art und Weise
konnen zwar theoretisch phylogenetische Aussagen verloren gehen; der Vortell liegt jedoch
darin, dass 100 % identische syngpomorphe Allde in die Wertung enbezogen werden
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konnen, ohne durch homoplagische Signde Vefdschungen in die Berechnung enfliel}en zu
lassen.

Probleme bel der Bewertung auf hoherer taxonomischer Ebene, wie se zum Bespid von
Golenberg et al. (1993) beschricben wurden, machten sch be enigen Mallotus-Arten
bemerkbar. Aufgrund ener Vidzal an Inddereignissen war es ba diessn Arten nicht
madglich, ene Homologiserung mit dem Ubrigen Alignment durchzufiihren; sSe mussten
daher aus der Auswertung ausgeschlossen werden. Insbesondere innerhab des atpB-rbcl-
Spacers gab es aber auch enige Indds die obwohl es sch um enfache Duplikationen
handelte, von hoher phylogenetischer Relevanz sind und singulére Ereignisse darstellen.

D.1.4.2.3 Schwierigkeiten mit der Erstellung und Interpretierung von
Phylogrammen

Die né&chgde Hirde dgdlt die Ergdlung enes Phylogramms auf der Bass enes
Sequenzdigments dar (Pol und Sidddl, 2001). Zum enen gbt es mehrere prinzipiel
unterschiedliche Vorhergehensweisen zur Baumkonstruktion (zB. »Maximum
Parsmony” = Maximade Sparsamkeit, Maximum Likelihood, Bayessche Methode). Zum
anderen bietet jede dieser Methoden unterschiedliche Algorithmen an, um ene Berechnung
zu optimeen (zB. ACCTRAN und DELTRAN be de MP-Andyse mit dem
Progarmmpaket PAUP). Am Anfang seht daher immer die Frage nach der oder den
gecigneten Methode(n) (bel entsprechender Rechnerkapazitét it der Einsatz mehrerer,
verschiedener Methoden anzuraten). In der vorliegenden Arbet wurde fir die Erstdlung der
Phylogramme anhand der Chloroplasten-Daten die Maximum Parsmony (MP)-Methode
herangezogen. Ein wesentlicher Grund hiertbe war die Mdoglichkeit der Einbeziehung der
Vidzah an Indds, die einen hohen Informationsgehdt aufwiesen.

MP-Baume konnen durch multiple Subditutionen und Vaiationen in der Evolutiongate
zwischen individudlen Merkmden verschoben werden (Clegg, 1993; Koral und Kenrick,
2004; Vrana und Whedler, 1996). Beachtet man das nicht und wertet adle Merkmde gleich,
0 konnen die wenigen makanten Mekmae unter ener Vidzahl  homoplastischer
Merkmale verloren gehen, und der daraus resultierende Baum wirde ebenfdls nur ene
geringe Auflésung zeigen. Will man dettdessen ene Wertung fir betimmte Merkmde
herauf- oder herabsetzen, bestet das Risko ener Fehlinterpretation aufgrund eines
,ubjektiven*  Bildes der  Gruppenzusammengehdrigkeit.  Wéahrend  phdnomenologisch
abetende Sysemaiker ene Abschdzung der Homologie-Wahrschenlichkeit in  die
Andys anbringen, indem de en ,wetvolles' Mekma hoher wichten, schlief3en
Vefechter der phénetischen Kladisik explizit eine phénomenologische Merkmasandyse
aus (Wégele, 2000). Be der hier vorliegenden Untersuchung  wurde  dem
phdnomenologischen Ansatz  gefolgt und ene Reduzieeung der  Wichtung zweer
offendchtlich homoplagtischer Merkmale vorgenommen.

Auch Trangtionen und Transversonen konnen nicht pauschd unterschiedlich  gewichtet
werden, wie es be enigen Berechnungsmodi vorgeschen is. Wie schon erwdhnt wurde,
finden Punktmutationen an bestimmten Stelen héufiger datt ds an anderen und werden
zudem beeinflusst durch die umliegenden Nuklectide (z.B. Morton, 1995; Morton et al.,
1997; Savolanen et al., 1997). Be da MP-Andys besent schliedich die
Fehlermoglichkelt, dass nicht notwendigerwelse der kirzete Baum oder die kirzesten
B&ume gefunden werden, da be mehr as acht Taxa ene heurigtische Suche durchgefiinrt
wird und nicht ale mdglichen Wege Uberpriift werden kénnen.

Eine dternative Methode, die auf dem tatsichlichen Daensatz beruht, gdlt das ,, Maximum
likeihood® (ML)-Vefaren dar. Be diessr Methode wird aus ener Vidzahl von Béaumen
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derjenige Baum berechnet, der unter Annahme enes wahlbaren Evolutionsmodels den
tatsichlichen Datensatz mit der hdchsten a priori-Wahrschenlichkeit widerspiegdt. Die mit
der ML-Methode verbundenen Berechnungen snd sehr rechenintensv, weshdb die
Computerkapazitéten bzw. die Zeit enen limitierenden Faktor dargtelen. In letzter Zet wird
vermehrt auch die Berechnung von Kladogrammen mit Hilfe einer auf den Bayes schen
Theoremen baserenden Methode angewandt (Brouat et al., 2004; Renner, 2004; Renner und
Zhang, 2004; Renner et al., 2004). Dabe wird en Baum gesucht, der einer maximae
a posteriori-Wahrschenlichkeit aufweis (Huelsenbeck und Ronquist, 2001). Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurde diese Methoden aber nicht eingesetzt.

Be nahe verwandten Arten die vermutlich eine schndle Radiation durchgemacht haben
scheitern klassche Methoden, die en Dendrogramm zur Interpretation heranziehen haufig
(Després et al., 2003; Pelser et al., 2003). Hier liegt das Kernproblem dieser Methoden, die
davon ausgeht, dass aus einer Ausgangsart immer nur zwel neue Arten entstehen. wéahrend
die urgringliche Art aufhort zu exidieren. Gerade be  schndler Einnischung und
zatgleichen Speziaionsereignissen kann es @er moglich san, das mehrere Arten  zur
gleche Zet edehen. Ein Hinwes darauf konnen polytome Verzweigungen innerhdb eines
Dendrogrammes sain, trotz eigentlich grof3er Sequenzunterschiede. Polytomien konnen aber
auch Homoplasen in der vewendeten Datenmatrix widerspiegeln.  Ursachen  fir
Homoplasien kénnen (&) evolutive Konvergenz (Ahnlichkeit durch Anpassung an die selben
Umwadtfaktoren), (b) Andogie (zufdlige Uberdngtimmung), () horizontder Gentransfer
und (d) Fehlbestimmung von nur obeflachlich &dhnlich aussshende Strukturen  ds
Homologie (Givnish und Systsma, 1997) sain.

Um be Chloroplasten-Sequenzierungen trotz schneller Rediaion und ener nur geringen
Anzahl an informativen Polymorphismen Aussagen Uber die Evolution der Organismen zu
treffen, kann neben der Ergdlung eines Dendrogramms auch ene Netzwerk-Andyse der
Daten gnnvoll sein, wie e im Rahmen dieser Arbeit vorgenommen wurde (Sehe Kapitd
C.3).

D.1.4.3 Statistische Absicherung als Beweis einer speziellen Topologie?

In der Regd wird enem Phylogramm nur dann vertraut, wenn (1) en gut aufgeloster strikter
Konsensus-Baum vorliegt und (2) die einzenen Gruppen durch unterschiedliche datistische
Methoden unterstiitzt werden. Dies bedeutet jedoch keinesfdls, dass ein Baum die
tatsachliche Phylogenie auch  wirklich widerspiegelt.  Ein  guter |, Bootdtrap*-Wert  belegt
besenfalls, dass die mit einer bestimmten Methode berechneten Topologie die Information
im Daensatz gut widergibt (Wéagele, 2000). Sowohl die Auflosung des drikten Konsensus-
Baums, ds auch die Hohe der ,Bootstrap”-Werte snd abhangig von der Anzahl der Taxa,
dar Gesamtzahl der Mekmde und dem Antell der Syngpomorphien. Wenn zu wenig
wertbare  Merkmde vorliegen, muss der “Bootstrap*-Wert  aufgrund  saines  zufdligen
Charakters (sehe Kap. B.2.8.1) notwendigeweise niedrig audfdlen. Be dem drikten
Konsensus-Baum kommt hinzu, dass schon be ene nicht identischen Verknipfung
bestimmter Taxa die Gruppe in dch zusammenbricht (,kollabiert*). Be ener Andyse mit
Uber 40.000 Einzelb&umen, wie in dem vorliegenden Fal, fuhrt das zwangswveise zu ener
Unterbewertung bestimmter Gruppen. Von daher wurde fir das Chloroplastent Phylogramm
en 50% ,Mgority rule® Konsensus-Baum gewdhlt. Im Gegensaiz zum ,,Strict consensus*-
Baum (100%) werden hier dle Gruppen dargestdlt, die in >50 % der Einzelbéaume
vorliegen. Die Berechnung der ,Bootstrap‘-Werte konnte mit 100 Wiederholungen nur
niedrig angesstzt werden, da aufgrund der hohen Anzahl mdglicher Baume die
Rechnerkapazitét nicht ausreichte.
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D.1.4.4 Kritische Betrachtungen zu genetischen Netzwerken

Netzwerke bieten im Gegensatz zu Dendrogrammen die Moglichket, mehrere dternative
Evolutionsvege darzugtdlen und interne Knoten zu besstzen (hier mit  Chloroplastent
Haplotypen). Netzwerke machen es moglich, auch solche Zweige zu identifizieren, die mit
den Ublichen phylogenetischen Andysemoglichkeiten unaufgeldst bleiben. Auch be  der
Ergdlung enes Netzwerkes gilt es natlrlich, die unter D.1.421 und D.14.22
Anmerkungen zu beachten.

Probleme konnen auch be der Bewurzdung audftreten, vor dlem, wenn man die
urspringliche Methode nach Castelloe und Templeton (1994) anwendet, die bel der
Berechnung des AuRengruppengewichts nur direkt angrenzende Nachbarn einbezieht. Die
Grundannahme hierbel i, dass interne Haplotypen, die in Verbindung zu viden anderen
Haplotypen sehen, wahrscheinlich dter snd ds terminde Haplotypen, die nur mit enem
weteren Haplotyp verbunden snd. Haplotypen, die im Daensaz haufig auftreten, sind
vermutlich ebenfdls dter ds sdtene (Crandal und Templeton, 1993).

Das in der vorliegenden Arbeit ersdlte Netzwerk schliefd zahlreiche Macaranga-Arten aus
drei Sektionen ein und sprengt damit die Grenzen einer Populationsstudie. Daher spidlen hier
auch noch andere Faktoren eine Rolle Ergens wurden nicht dle Arten und Gruppen in
gleicher Intenstd besammdt. Zwetens wurden offengchtliche Aul¥engruppentaxa in die
Andyse mit einbezogen. Damit ist auch zu begriinden, warum das Computerprogramm TCS
die Wurzel des Netzwerks im Haplotyp 1 seht, wahrend mit Hilfe anderer Anadysemethoden
(ITS, RAPD, AFLP) dch die Wurzd irgendwo zwischen den Sektionen Winklerianae,
Pruinosae, Javanica und Stachyella befindet. Die im Netzwerk in Abbildung 17 angegebene
Podtion der Wurzd bezieht sch daher auf die Vorinformation aus phylogenetischen
Studien.
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D.2 Phylogenie der myrmekophytischen Macaranga-Arten und
ihre Stellung innerhalb der Gattung

Da es innerhdb der Macaranga-Sektionen mit myrmekophytischen Arten morphologisch
nur schwer moglich is, Aussagen Uber die Vewandtscheftsverhdtnisse zu treffen, it es
notwendig, molekulare Methoden hierfir einzusetzen. Nachdem in friheren Studien auf der
Bass von ITS-Sequenzen (Blattner et al., 2001; Davies et al., 2001) und RAPD-Fingerprints
(Béanfer, 1999; Blattner et al., 2001) keine befriedigende phylogenetische Aufloésung erzidt
werden konnte, wurden im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit AFLP-Andysen,und
Chloroplasten- Sequenzen eingesatzt. Urspringlich nur fir die phylogenetische  Auswertung
gedacht, konnte mit Hilfe der Chloroplasten-Sequenzen auch eine phylogeographische
Netzwerkanalyse durchgefiihrt werden.

Die AFLP-Daen unterstiitzten die Einordnung der myrmekophytischen Macaranga-Arten in
die dre Sektionen Pachystemon, Pruinosae und Winklerianae. Eine gute Unterstiitzung geb
es auch fur die Monophylie von Pachystemon und Pruinosae, nicht jedoch fur Winklerianae.
Innerhadb  von Pachystemon egab dSch ene klae Untertellung in vier  jewels
monophyletische Artengruppen: die bancana- Gruppe, die hypoleuca-Gruppe, die kingii-
Gruppe und die puncticulata-Gruppe. Die Arten der motleyana-Gruppe, wie von Davies
beschrieben, standen zwar bei den Anaysen Uberwiegend separat, es fehlt hier aber ene
datigische Unterstiitzung dieser Gruppe. Die Biologie und Vergesdlschaftung der Arten der
genannten Sektionen und Gruppen soll im Folgenden vergleichend diskutiert werden (sehe
auch Tabdlle 10.
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D.2.1 Charakterisierung der Sektionen und Artengruppen mit
mrymekophytischen Macaranga-Arten

D.2.1.1 Die puncticulata-Gruppe

Bis zur letzten Revison durch Davies
(2001) wurden die Mitglieder der
puncticul ata- Gruppe zur Sektion
Pachystemon gerechnet. Nach Whitmore
(1975) gehdren zu der puncticul ata- Gruppe
die namensgebende Art M. puncticulata,
sowie M. curtisii und M. sarcocarpa. Alle
drei Arten bedtzen ungetellte Bléter, ihre
Stipen gehen aufrecht (Abbildung 19).
Die méanlichen Bliten haben 2-3
Staubgefde und sehen in Buscheln von
mehr ds 5 Einzdbliten Wéahrend es sch
bei M. puncticulata um enen obligaten Abbildung 19: Junge.M. puncticula’Fa-PfIanze mit
Myrmekophyten handelt, sind die beiden angesghwolleqen Zweigen zur Bereitstellung von
anderen Arten nicht mit Amesenpartnern Domatien (Pfeil).

asoziiet. De Ameisenpatner von

M. puncticulata gehdrt zur Gattung Camponotus (Federle et al., 1998). Die Besedliung
beginnt, wenn die Stammhdhe ca 30 cm misst, wobel sSch zunéchst der Durchmesser der
Zweige von ca 4 auf 10mM ewetert (Abbildung 19). Ebenso wie be den Arten der
Sektion Pachystemon werden die Zweige durch Degeneration des Marks von dleine hohl.
Potentielle Bestduber sind neben anderen Insekten Thripse der Gattung Neoheegeria
(Ordnung Thysanoptera, Thripse, Moog, 2002).

D.2.1.2 Sektion Pachystemon (BLUME) MULL. ARG.

Die Sektion Pachystemon umfasste in der urspringlichen Beschrebung von Pax und
Hoffmann (1914) nur 6 Arten. Vor alem in den 1960er und 70er Jahren wurden zahlreiche
neue Arten beschrieben, so dass Whitmore (1975) letztendlich 16 Arten mit Seben
Unterarten bzw. Formen benannte, wobel er eine Unterteilung in Pachystemon s. stricto und
Pachystemon s. lato (inkl. 4 weiterer Arten) vornahm. Weitere Neubeschreibungen wurden
in der letzten Revison von Davies (2001) durchgefiihrt. Danach bestent die Sektion
Pachystemon aus 25 Arten, wobel ene Art in dreé Formen vorliegt (M. depressa). Die
Mitglieder der puncticulata-Gruppe wurden von Davies (2001) aus der Sektion
herausgenommen.

Die Arten der Sektion Pachystemon snd gekennzeichnet durch mes hohle und
ameisenbewohnte Zweige, welche tellweise wachsbereift, mest aber nur glatt und manchmal
mit einfachen Haaren bedeckt snd. Die Bléter and petat und im Uberwiegenden Fdl dre-
bis flnflappig. Extraflorde Nektarien kommen mit Ausnahme von M. rostrata nicht auf der
Blattoberflache vor, in manchen Arten jedoch am Rande der Bléter. Der Ort der
Nahrkorperproduktion kann an unterschiedlichen Stellen lokaigert san (ndheres sehe in
den Kepitedln zu den veschiedenen Pachystemon-Gruppen). Die Blitenr und
Fruchtmerkmade konnen sehr vidgedtdtig sein. Mannliche Bliten haben entweder 1, 2-3
oder 4-7 Staubbldtter mit 3- oder 4-porigen Antheren (Sehe auch Tabdle 10). Die Sepaen
konnen frel oder verwachsen sain. Der Fruchtknoten besteht aus drel bis sechs Karpelen.
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Die Frichte haben oft driisige Auswichse in Form von Rippen, Schelben oder horndhnlichen
Anhdngen. Die Samen dnd rundlich und von enem fleschigen roten Arillus umgeben. Die
besedeinden Ameisen gehtren mest der Gattung Crematogaster an (ndheres zu den Arten
in Kegpitd D.2.2). Davies (2001) unterscheidet in seiner Revison vier Gruppen, die
bancana-, motleyana, hypoleuca- und kingii-Gruppe. Nach den Ergebnissen der AFLP-
Andyse dnd die beden ersgenannten Gruppe nicht eindeutig voneinander getrennt und
werden unter dem Begriff bancana-Gruppe zusammengefasst. Die enzelnen Gruppen
werden im folgenden kurz beschrieben.

Die bancana-Gruppe

Die bancana-Gruppe ist die atenreichse Gruppe innerhab ihrer Sektion. lhre Mitglieder
snd im ganzen Mdaiischen Archipd verbreitet. Von den 14 von Davies (2001) benannten
Arten ddlen 11 obligate Myrmekophyten dar. Charakteristisch fir die myrmekophytischen
Arten snd hohle Stangd, deren Mark im Laufe der Jungpflanzerentwicklung degeneriert
(Fda und Maschwitz, 1992). Waeiterhin  kennzeichnend sind die zurlickgeschlagenen
flaschigen Stipen (dehe Abbildung 20) as Ort der NahrkorperchenSynthese. Die
Zweigoberflachen sind bei den meisten Arten nicht bewachst.

Abbildung 20: Blatter von drel Arten der bancana-Gruppe (A) M. aétheadenia (B) M. hullettii, C)
M. angulata. Alledrei Arten sind Myrmekophyten und haben die fir viele Pachystemon-Arten typischen
3- oder 5lobigen Blatter. Auf der Abbildung (A) gut zu erkennen ist der mit Wachs lberzogene Spross
(Pfeil) und die nach unten gebogenen fleischigen Stipeln, unter denen die Nahrkorperchen produziert
werden. Fir M. aétheadenia typisch sind die grof3en vulkanahnlichen extrafloralen Nektardriisen an der
Blatthasis. Ein besonderes Merkmal fir M. hullettii ist die glanzende Blattoberseite. Fotos A und C
B. Fiala

Die mannlichen Infloreszenzen tragen bis zu 10 Bliten mit jewels enem Staubblat pro
Blite (Davies, 2001; Moog, 2002). Die ménnlichen Bliten snd meis von Brakteen eng
umschlossen (11 von 14 Arten), wobel die Brakteen mit ener Ausnahme (M. angulata)
sukkulent sind. Die Brakteen tragen Trichomnektarien an der Innensaite (Moog, 2002). Nur
M. calcicola, M. petanostyla und M. rostrata haben keine von Brakteen eingeschlossenen
Bliten. (Wetere Angaben Sehe Tabdle 10). Besieddt werden die Arten dieser Gruppe
Uberwiegend von Ameisen der Gattung Crematogaster (Decacrema), msp. 3 und 4; bei
groReren Pflanzen kann auch msp. 1 vorkommen (Fidaet al. 1999).

Gudrun Béanfer 93



Diskussion - Charakterisierung der Sektionen-

Die motleyana-Gruppe

Die motleyana-Gruppe steht der bancana-Gruppe sehr nahe.
Se wird von Davies (2001) anhand morphologischer
Merkmale ds separate Gruppe behanddt, kann jedoch mit
molekularen  Methoden wie  ITS-Sequenzierung  und
RAPDs, (Banfer, 1999; Blattner et al., 2001) sowie den
AFLPs und ChloroplastenSequenzierung (Sehe  auch
Kapitd C.2.1 und C.2.2 sowie D.2.4) nicht klar von der
bancana-Gruppe abgetrennt werden. Nach Davies (2001)
enthdlt die Gruppe funf Arten (M. ashtonii, M. constricta,
M. glandibracteolata, M. griffithiana und M. motleyana),
welche dch  durch Bewachsung der  Zwelge (Sehe
Abbildung 21), die Anzahl der Staubblétter pro Blite (meist
2-3) und durch die Anzahl der ménnlichen Bliten pro
Glomerus (20-28) von der bancana-Gruppe unterscheidet.
Nur bei M. glandibracteolata und M. ashtonii kann auch ein
enzenes Staubblatt vorkommen, wie es fir die bancana- Abbildung 21: M. griffithiana
Gruppe typisch is. Wie auch die Arten der vorher 2us Thalland mit auffalliger
. Wachsbereifung (Pfeil).
genannten Gruppe haben die Arten der motleyana-Gruppe
trilobe Bléter; die myrmekophytischen Arten haben hohle
Zweige, da das Mark degeneriert. Die Bliten sind von sukkulenten Brakteen bedeckt und
enthaten Trichomnektarien (Moog, 2002). Wédrend die Bliten von M. motleyana
Uberwiegend von Thripsen der Gattung Neoheegeria (Phlaeotribidae) besucht werden,
wurden an M. griffithiana auf der maaysschen Habinsd auschliedich Thripse aus der
Gruppe der Thripidae beobachtet (Moog, 2002). Uber die tibrigen Arten liegen bisher keine
bestaubungshiologischen Daten vor. Die besedenden Amelsen gehdren dle zur Gattung
Crematogaster Decacrema. Neben den haufig beobachteten msp. 4, 7 und 10 kommen auch
die msp. 2, 5 und 9 vor (Details sehe Tabelle 10).

hypoleuca-gruppe

Die hypoleuca-Gruppe besteht aus zwe sehr digtinkten myrmekophytischen Arten. Dabe
handdt es sch um M. beccariana, die auf Borneo endemisch ist, und M. hypoleuca, die im
sidogasatischen Raum weit verbretet vorkommt. Beide Arten haben drellgppige Blétter
mit langen, zugespitzten Loben und hohle Zweige durch sdbst degenerierendes Mark
(Davies, 2001). Die mannlichen Infloreszenzen satzen sch aus Gruppen mit ungefdhr 15
EinzdblUten zusammen und bedtzen jewels nur en Staubblait pro Blite Die Bliten snd
von sukkulenten Brakteen bedeckt, enthdten Trichomnektarien und werden Uberwiegend
von Thripsen der Gattung Neoheegeria (66 %), aber auch der Gattung Terebrantia (29 %)
besucht (Moog, 2002). Die Nahrkorperchen werden auf den jungen Blétern produziert; die
Sipdn dnd klen und sehen aufrecht. Beide Arten haben eine extreme Wachsbereifung,
aufgrund derer die Blattunterseite kakig well3 erscheint. Charakteristisch fur diese Gruppe
ig auch die Besedung mit einer Ameisenart, die auf bewachsen Oberflachen laufen kann
(Federle et al. 1997), namlich Crematogaster (Decacrema) msp. 6 (Feldhaar et al., 2003a).
In ausgewachsenen Baumen kann msp. 6 durch die weniger spezidiserte msp. 1 ersetzt sain.
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Die kingii-Gruppe

Die vierte Gruppe der Sekt. Pachystemon
ig die kingii-Gruppe. Se enthdt vier
Arten (M. caladiifolia, M. lamellata, M.
kingii und M. umbrosa), die auf den ergten
Blick morphologisch sehr  unterschiedlich
snd. Die Blétter kdnnen gelappt M. kingii
Sehe Abbildung 22) oder ungetelt sain
(dle Ubrigen Arten). Die Stpen snd
entweder horndhnlich nach unten gebogen
(M. kingii, M. lamellata, M. umbrosa)
oder abstehend (M. caladiifolia).
Charakterigisch fur diese Gruppe snd die
blitenmorphologischen Mekmde.  Im
Gegensatiz zu den Ubrigen Pachystemon-
Arten haben de vier bhis deben
Staubblatter je Blite (Davies, 2001). Bel Abbildung 22: M. kingii aus Westmalaysia mit

dlen vier Arten henddt e Soh UM Cyend ‘ganzender  Blatoberfiache nd tie

Myrmekophyten, wobei M. caladiifolia im eingeschnittenen Bléattern. Foto B. Fiala

Gegensatz zu dlen anderen Pachystemon-

Arten e@ne unspezifische Form  der

Interaktion mit Ameisen aufweisd. Die Domatien entsehen durch selbst degenerierendes
Mark, snd aber sdbstdffnend (Fda et al., 1996). Da ene bededednde Konigin keine
gezidlen Fahigkeiten bendtigt, um die Kolonie im Stdngd zu grinden, kaan man ene
Vidzahl  unterschiedlicher, ungpezifischer Patnerameisen in den  Domatien von M.
caladiifolia finden. Wéhrend M. umbrosa durch Crematogaster (Decacrema) msp. 3 und
msp. 4 besieddt wird (Feldhaar et al., 2003a; Fida et al., 1999), kommen bei M. lamellata je
nach Habitat Patner aus zwe unterschiedlichen Ameisengattungen vor. Im  Sekundérwad
von Brung snd die Pflanzen vor dlem von Crematogaster (Decacrema) msp. 5 besieddt,
im Primé&wad von Sabah, Sarawak und Brunel hingegen durch Camponotus macarangae
(Maschwitz et al., 1996).
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D.2.1.3 Sektion Pruinosae PAx & K. HOFFM.

Die Sektion Pruinosae PAX & K. HorFFMm. begteht nach der Revison von Davies (2001) aus
acht Arten. Dabel handdt es sch um funf Myrmekophyten (M. hosei, M. pearsonii,
M. pruinosa, M. puberula, M. rufescens) und dre Nichtmyrmekophyten (M. gigantea,
M. pentaloba und M. siamensis). Ergmas beschrieben wurde die Sektion von Pax und
Hoffmann im Jahre 1914, wobe dSe damas noch zehn Arten enthidt. Die Arten snd
gekennzeichnet durch Zweige mit lockerem Mark, das in den Myrmekophyten von den
Amesen ausggehohlt wird. Die Zweige snd tellweise wachsbereift und kénnen glait oder mit
Haaren bedeckt sein (Davies, 2001). Die Stipdn konnen abstehend, aufrecht oder auch
ausgesackt sein. Bel den myrmekophytischen Arten werden die Néahrkorperchen auf der
Oberseite der Stipeln produziert. Die Bléiter snd tief gelgppt und weisen eine handférmige
Nervatur auf. Mannliche Bliten haben 2-3 Staubblétter mit 4-porigen Antheren. Die Sepden
and frel. Der Fruchtknoten besteht aus zwel Karpelen. Die Frichte snd im Gegensatz zur
Sektion Pachystemon gleichm&3g von enem drisigen Exudat umgeben und hilden keine
Anhéngsel aus Die Samen snd linsenformig und komplett von enem fleischigen, megt
violetten Avrillus eingehtllt. Als potentidlle Bestéuber findet man Uberwiegend Thripse der
Gattung Mesothrips, wesentlich sdltener Thripidae, Neoheegeria und Wanzen (Moog, 2002).

Abbildung 23: Beispiel von Arten der Sektion Pruinosae. Auf Bild (A) ein Spross von M. pruinosa mit
aufrechten ausgesackten Stipeln und peltaten Bléttern. Bild (B) und (C): M. hosei mit (B) typischer apeltater
Blattform und (C) runden abstehenden Stipeln, auf deren Oberfléache Crematogaster -Ameisen Nahrkorperchen
einsammeln. Foto (C) B. Fiala.
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D.2.1.4 Sektion Winklerianae PAX & K. HOFFM.

Die Sektion Winklerianae begteht aus den beiden endemisch auf Borneo vorkommenden
Arten M. winkleri und M. winkleriella. Bel beiden handdt es sch um echte Myrmekophyten,
die ausschlieldich durch Crematogaster msp. 8 besedelt werden (Fada et al., 1999 B. Fida
pers. Komm.; Jakob, 1995). Diese Ameisenart gehdrt nicht '

der Untergattung Decacrema an und wurde bisher nur auf
Pflanzen der Sektion Winklerianae gefunden. Wéhrend es
gch be M. winkleri um eine auf Borneo weit verbreitete
Art  handdt (Whitmore, 1975), beschrankt dch das
Vorkommen von M. winkleriella auf eine klene Region im
Osten Sarawaks (Whitmore, 1974). Die Blédter snd
ungetellt, die Zwege hohl und die Stipen abstehend,
telwese nach unten gebogen. Ba M. winkleri stehen die
mannlichen Bliten in Gruppen von ca 15 zusammen,
wobe ene Blite 2-3 Staubblétter besitzt. Die Brakteen
and sackformig aufgewdlbt; an  ihrem oberen Rand
befinden dch 4 velangerte Brakteenzipfd, die jewels in
enem Nektarium enden. Als Blitenbesucher kommen hier
sowohl Neoheegeria ds auch Thripidae vor (Moog, 2002).

Abbildung 24: Zweig einer M.winkleri-Pflanze. Deutlich zu
erkennen die glatten, aber unbewachsten Zweige und die abstehenden
Stipeln. Foto B. Fiada.

D.2.2 Spezifitdt der Besiedlung durch Ameisen

Zum Vedandnis der Evolution der Amesenpflanzen innerhdb von Macaranga muss man
auch die vergesdlschafteten Ameisen néher betrachten. Die 29 bisher beschriebenen
myrmekophytischen Macaranga-Arten leben in obligater Assoziation mit wenigdens 10
Morphospecies (msp.) der Gattung Crematogaster (Myrmicinee) (Feldhaar et al., 2003a,
Fda pers. Kommentar; Fida et al., 1999; Jakob, 1995). Des Welteren konnten bisher vier
Amesen-Pflanzen Assoziationen  mit  unterschiedlichen  Arten  der  Gattung  Camponotus
(Formicinae) identifiziert werden (Federle et al., 1998; Maschwitz et al., 1996; Maschwitz et
al., 2004).

Durch Vegeche mit vorhandenem Museumsmaterid  konnten  neun  der zehn
Crematogaster-Arten der Untergattung Decacrema FOREL zugeordnet werden (msp. 1-7 und
msp. 9 und 10). Die enzelnen Arten beseden mit sehr unterschiedlicher Spezifitét eine oder
mehrere Macaranga-Arten (Fda et al., 1999). Nur die Partnerameise der Arten der Sektion
Winklerianae ig ene Nicht-Decacrema und wird as msp. 8 bezeichnet (Fida et al., 1999)
(seheauch Tabdle 10).

Feldnaar et al. (2003a) ist es gdungen, drei der Morphospezies anhand der Holotypen
bekannter AmesenArten zu  synonymiseren und mit  Hilfe molekularer Methoden
(Sequenzierung von Abschnitten des mitochondriden Cytochrom C Oxidasegens, coxl) zwel
Artengruppen innerhab des Subgenus Decacrema zu charakteriseren. Die erste Artengruppe
enthdt msp. 1, msp.2, msp.4 und msp.5 und wird “captiosa-Gruppe’ genannt, da se
Crematogaster captiosa FOREL (msp.4) enthdt. Die zwete Artengruppe umfast msp. 3,
msp. 6, msp. 7 und msp. 9 und wird nach Crematogaster decamera FOREL (msp. 6) as
“decamera-Gruppe’ bezeichnet.

Waéhrend die Koniginnen der captiosa-Gruppe Kolonien sowohl in Keimlingen ds auch in
der Kronenregion grol¥er, ausgewachsener Baume grinden konnen, beschrénken sich die
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verhdtnismddg klenen Koniginnen der decamera-Gruppe auf die Besedlung sehr junger
Baume und Keimlinge (Feldhaar et al., 2003aa; 2003bb).

Vier Macaranga-Arten wurden bisher gefunden, die mit Amesen der Gaitung Camponotus
vergedischaftet snd. Im  Fdle von M. puncticulata ig ene Camponotus aus der
Untergattung Colobobsis die einzige besedednde Amesenat (Federle et al., 1998; Fiada et
al.,, 1999). Be den Ubrigen Arten is die Besedlung mit Camponotus-Arten entweder
abhangig von der geographischen Lage (M. griffithiana in Thaland;, Maschwitz et al., 2004)
oder dem Habitaa (M. lamellata, Maschwitz et al.,, 1996). Bea M. caladiifolia gdlt
Camponotus dagegen eine von viden moglichen unspezifischen Amesenpatnern dar (Fda
et al., 1996). Es handdt sch in dlen Félen um nicht néher verwandte Camponotus-Arten.

Tabelle 10: Ubersicht morphologischer und verbreitungsbiologischer Merkmale myrmekophytischer
Macaranga-Arten. Abkilrzungen: BlUtenbesucher: A, M, N=Neohegeria, R, T=Thripse, W, ?=nicht bekannt,
Frucht: d=mit einem Drisenfeld je Karpdl, 2d=mit zwei Drisenfeldern je Karpell, g=glatt, gd=mit driisigem
Exudat Uberzogen, HA=mit horndhnlichen Anhangseln, oA=ohne Anhangsel, F=fleischig, Ort der
Nahrkorperproduktion (NK): jB= junge Bléter, gP= ganze Pflanze, SO=Stipeloberseite, SU
=Stipelunterseite, Zweige: h=selbst degenerierendes Mark, hohl, hh=lockeres Mark, hohl, s=solide, Stipeln:
AB=abstehend, A=aufrecht, Ay=aufrecht friihzeitig abfallend, Ap=Stipeln aufrecht, reduziert, As=aufrecht und
ausgesackt, Z= zurlckggebogen, Zr = zuruckgebogen, fleischig, Zy=zuriickgebogen, horndhnlich,
Myrmekophyt: M=ja, N=nein. Die Angaben zur Morphologie und Blitenbiologie entstammen folgender
Literatur: (Davies, 2001; Moog, 2002; Slik et al., 2000), die der Ameisen-Pflanzen-Interaktion auf3erdem:
(Federle et al., 1998; Feldhaar et al ., 2003bb; Fida et al., 1999; Maschwitz et al., 1996; Maschwitzet al ., 2004)
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D.2.3 Interpretation der AFLP-Daten

Mit Hilfe der auif den AFLP-Daten beruhenden Phylogenien (Abbildung 10 und Abhbildung
11) konnte eindeutig die Monophylie sowohl der Sektion Pachystemon as auch der Sektion
Pruinosae nachgewiesen werden. Unklar bleibt die Monophylie der Sektion Winklerianae,
die dledings auch nur mit dreé Akzessionen in der Andyse vetreen war. Bede
erstigenannten  Gruppen werden durch enen rdativ hohen “Bootstrap*-Wert im NJBaum
gedtiitzt (81 und 87 %). Se bilden auch im drikten Konsensus-Baum der ,,Maximum
pasmony“-Andyse jewels eine monophyletische Gruppe, hier jedoch - wohl aufgrund der
generdl niedrigeren Werte - ohne ,Bootstrap”-Unterstiitzung. Die Topologie der erhdtenen
AFLP-Baume legt nahe, dass auch die puncticulata-Gruppe zur Sektion Pachystemon gehdrt.
Auch die PCO-Andyse zegte ene klare Auftrennung der Sektionen Pachystemon und
Pruinosae sowie die Untetellung von Pachystemon in die puncticulata-, bancana-,
hypoleuca- und kingii-Gruppe. Insgesamt ist die Auftrennung mit Hilfe der PCO eher
schwach, da mit den ersten drel Ordinaten lediglich knapp 25 % der beobachteten Varianz
aufgetrennt werden konnten.

Die Zuordnung der puncticulata-Gruppe wird kontrovers diskutiert. Whitmore (1975)
ordnete M. puncticula und einige andere Arten der Sektion Pachystemon zu, die dadurch zu
Pachystemon sensu lato wurde (Whitmore, 1975). Wéhrend Davies (Davies et al., 2001) die
Gruppe anhand morphologischer Merkmale aus der Sektion ausschloss und die ITS- und
RAPD-Daten keine klare Aussage ermdglichten (Blattner et al., 2001; Davies et al., 2001),
gorechen die hier gewonnenen AFLP-Daten dafir, dass die puncticulata-Gruppe Tell der
Sektion Pachystemon ist.

Unklar bleibt weiterhin die Selung der Sektion Winklerianae, sowohl bezlglich der
Monophylie der Sektion an sch, ds auch in Bezug auf die Sdlung zu den beiden anderen
myrmekophytischen Sektionen. Morphologisch sind sch die beden Arten &hnlich, und die
enge Vewandtschaft wird insbesondere unterstiitzt durch die Beseddung mit Crematogaster
(Nicht-Decacrema) msp. 8, die exklusv auf Pflanzen dieser Sektion vorkommt. Nach den
ITS-Daten seht M. winkleri ndher an M. diepenhorstii und M. winkleriella bildet die
Schwesterart  zur  kingii-Gruppe (Blatner et al., 2001). In beiden Fdlen lagen die
, Bootstrap“-Werte der betreffenden Aste jedoch unter 50 %.

Die Sektion Pruinosae schent von dlen untersuchten Sektionen die am  deutlichgen
drukturierte zu sein. M. gigantea as Nichtmyrmekophyt stent basd (BS 99 %) und ist die
Schwestergruppe zu den redtlichen Arten, die ds abgdeitet zu interpretieren sind. Auch die
Monophylie der enzdnen Arten efdrt mit telwese dgnifikanten “Bootsrap’-Werten
(M. pruinosa, M. puberula) ene gute Unterdtitzung. Wie auch schon be  den
vorhergegangenen ITS-Andysen (Blaitner et al., 2001; Davies et al., 2001) et diese
Sektion eine Schwestergruppe zu der Sekt. Pachystemon dar.

Innerhalb der Sektion Pachystemon lassen sch je nach gewdhlter Methode vier oder funf
Gruppen differenzieren. Vier Gruppen (hypoleuca-, kingii-, bancana- und puncticulata
Gruppe) snd mit Hilfe von molekularen (AFLPS) und morphologischen Methoden sehr gut
untertstiizt. Innerhdb der bancana-Gruppe it ene wetere Auftellung in zwe  schwach
differenziete Untergruppe maglich, die man ds motleyana-Gruppe und as bancana- s. str.
Gruppe bezeichnen konnte (Sehe Tabelle 10).
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D.2.4 Chloroplasten-Phylogenie der stidostasiatischen Macaranga -
Arten

Aufgrund der geringen Vaiabilitét der Chloroplasten-Loci wurden die Verwandtschafts
vehdtnisse innefhdb und zwischen den dred Macaranga-Sektionen, in  denen
Myrmekophyten enthdten snd, mit zwe unterschiedlichen Ansiizen andyset. Mit den
intergenischen  Bereichen atpB-rbcL und dem ccmp2-Locus (psBlI-trnS) wurde zunéchst
sowohl  getrennt ds auch in Kombingtion ene ,Maximum parsmony‘-Andyse mit
Vetretern aus dlen verflgbaren Macaranga- und Mallotus-Arten aus dlen Sektionen
durchgefihrt. Zusdtzlich wurde mit jewells mehreren Vetretern der Arten aus den dre
myrmekophytischen  Sektionen  Pachystemon, Pruinosae und Winklerianae ene
Netzwerkanayse durchgefiihrt, wobe zusétzlich der ccmp6-Locus eingesetzt wurde.

D.2.4.1 Interpretation der ,Maximum parsimony“-Kladogramme

Die besten Ergebnisse wurden bel der Kombination der beiden intergenischen Chloroplasten
Regionen atpB-rbcL und psbl-trnS erhdten (vgl. Abbildung 13, 15 und Abbildung 15). Im
Konsensusbaum (Abbildung 26) stehen die wet verbretete M. tanarius und die Arten der
Sektion Pseudo-Rottlera basd zu dlen dbrigen Macaranga-Arten. M. tanarius id4 €n
typischer Pionierbaum savannendhnlicher Vegetaionen, so dass auch in  Ubereingimmung
mit der These von Sik und van Wezen (2001) anzunehmen i, dass sch die Gattung
Macaranga aus klenen Poniecbdumen offener Savannenr oder  Buschlandschaften
entwickdt hat. Alternativ bildet die Sektion Pseudo-Rottlera die ,Wurzd” dler anderen
Arten, was auch durch eine est vor kurzem verdffentlichte detallliete Andyse durch Kulju
et al. (2007) auf der Bass von dre Kerngenen und einem Chloroplastengen nahegdegt
wurde.

Die Anzehl der Mutationsschritte (gleiche Mutaionsrate  innerhdb  der  Gattung
vorausgesatzt) legt die Vermutung nahe, dass sch afrikanische Macaranga-Arten rdativ frih
von den Sidostasatischen Arten abgespdten haben. Obwohl M. capensis von Pax und
Hoffman (1914) der Sektion Javanicae zugeordnet wurde, wird eher ene néhere
Vewandtschaft mit den anderen  Macaranga-Arten  des afrikanischen  Kontinents
angenommen as mit den anderen Mitgliedern der Sektion Javanicae. Uber die Evolution,
Phylogenie und Diverdfizierung der Gattung Macaranga ds solche kann im Rahmen der hier
vorliegenden Arbeit aufgrund des begrenzten Samplings und der geringen Varidion der
untersuchten Marker keine weitergehende Aussage getroffen werden.

Wie in den veschiedenen Vorversuchen gezeigt wurde, ist die Vaiabilitd der
Chloroplastenloci sehr  unterschiedlich, sowohl in der Art der Mutationen (Punktmutationen,
Mikrosatdliten, Indels) as auch in deren Haufigkeit. Deutlich wird auch das geringe Mal3 an
»guten” Mutationen zwischen oder innerhdb der myrmekophytischen Sektionen in Form von
nicht synapomorpher Punktmutationen oder auch nicht homoplastischen Indds. Es besteht
daher durchaus die Mdoglichket, dass die Differenzierung der myrmekophytischen Arten
jungen Datum is und ene schndle Radiation Sattgefunden hat, auf was auch die Daten der
ITS-Sequenzierung hinweisen (Blattner et al., 2001). Die Auswertung von eng miteinander
verwandten Artengruppen kann daher besser mit einer  Netzwerkandyse durchgefthrt
werden, wie de zur Kldung der Phylogeographie von Pflanzenaten bereits vidfach
verwendet wurde (Cannon und Manos, 2003) und auch im Rahmen der hier vorliegenden
Arbeit vorgenommen wurde (C.3 und D.2.6)
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Abbildung 26: ,Majority Rule’-Konsensus-Baum der 40.101 gleich langen Baume aus der kombinierten
Analyse der untersuchten Chloroplasten-L oci atpB-rbcL und dem ccmp2-L ocus.

D.2.4.2 Interpretation mit Hilfe eines statistischen Parsimonie-Netzwerkes

Eine zwete Moglichket, Informationen zur Phylogenie der Myrmekophyten enthadtenden
Sektionen zu erhdten, besteht in der Vewendung ener Netzwerkandyse (Posada und
Crandall, 2001). Mithilfe des hier erzeugten datistischen Parsmonie-Netzwerkes konnte in
Ubereingimmung mit den ITS-Daten aus friheren Studien (Blattner et al. 2001, Davies et al.
2001) sowie den wahrend dieser Arbeit gewonnen AFLP-Daten gezeigt werden, dass die drel
myrmekophytischen Sektionen deutlich voneinander abgegrenzt sind. Ahnlich wie bel  den
ITS-Daten (Blattner et al. 2001, Davies et al. 2001) hilden die beiden Sektionen
Pachystemon und Pruinosae jewells monophyletische Gruppen, Sekt. Winklerianae jedoch
nicht. Im Netzwerk snd nicht nur die beden Arten der Sektion (M.winkleri und
M. winkleriella) getrennt, sondern auch die verschiedenen Akzessonen von M. winkleri.
Aufgrund der zu geringen Probennahme innerhab dieser Sektion und den vermutlich daraus
resultierenden unbesetzten Haplotypenpositionen kann aber keine klare Aussage getroffen
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werden. Anhand des vorliegenden Datensatzes wird eine  monophyletische  Sektion
Winklerianae aufgrund mangelnder symplesomorpher Merkmale jedenfalls nicht unterstiitzt.

Ahnlich verhdt es sich auch mit den Arten aus anderen Sektionen. Die separate Stellung von
M. recurvata im Veglech zur Sektion Pachystemon seht im Einklang mit dem Ausschluss
dieser Art aus der Sektion, wie e von Davies (2001) im Zuge seiner Revison der beiden
groflfen  myrmekophytischen Sektionen vorgenommenen wurde. Davies (2001) hatte dieses
Vorgehen sowohl in Hinblick auf die ITS-Daten ds auch wegen der abweichenden
morphologischen Merkmae begrindet.  Aufgrund der  grofRen Anzahl an  trennenden
Punktmutetionen (Sehe Tabdle im Anhang) kaon man be M. recurvata (und auch be
M. conifera) vermuten, dass beide Arten reativ weit von den Sektionen Pachystemon und
Pruinosae entfernt stehen.

Die AFLP-Daten hatten innerhdb von Pachystemon vier dgnifikante, monophyletische
Gruppen identifiziert (vgl. C.2.1). Drel dieser Gruppen (die bancana-, hypoleuca- und kingii-
Gruppe) konnten durch die Netzwerkanadyse bedtétigt werden. Die vierte, mit Hilfe der
AFLPs identifizierte puncticulata-Gruppe i eng verzahnt mit der bancana-Gruppe und
trennt dch von dieser es unter Einbeziehung von Mikrosatelitendaten sowie eniger
Insertionen ab (vgl. Abbildung 16 und Abbildung 17). Neben den AFLP-Baumen sprechen
damit auch die Chloroplastendaten gegen die Vorgehensweise von Davies (2001), der die
Arten der puncticulata-Gruppe aufgrund morphologischer Merkmale (Davies et al. 2001) aus
der Sektion Pachystemon ausschloss.

Die von Davies (2001) morphologisch definierte motleyana-Gruppe (dls Teil der bancana-
Gruppe) wird durch die ChloroplastenDaten nur unzureichend gegentiber den redtlichen
Vetretern der bancana-Gruppe abgegrenzt. Wéhrend M. motleyana sdbst mit  einer
Ausnahme (Haplotyp 21a) eine separate Stdlung ennimnt, teilen sich die Ubrigen Arten
meist enen Haplotypen mit anderen Arten der bancana-Gruppe, bzw. befinden dch in
unmittelbarer Nachbarschaft zu ihnen. Auch be der ITS-Andyse (Blattner et al, 2001) wurde
die motleyana-Gruppe nicht ggnifikant abgegrenzt. In der AFLP-Andyse bildete die
motleyana-Gruppe zwar ein Monophylum, blieb jedoch ohne , Bootstrap”- Unterstiitzung und
gilt damit nicht d's gesichert.

D.2.5 Fazit: Phylogenie der myrmekophytischen Macaranga-
Sektionen Sitdostasiens

Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen und Analysen sowohl des Kerngenoms (AFLPS)
ds auch des Chloroplastengenoms mit unterschiedlichen Methoden konnte ein differenziertes
Bild zur Phylogenie der sidodtasiatischen Macarangas im Allgemenen und zu den dre
Myrmekophyten enthaltenden Sektionen im Spezidllen erste It werden.

Die geringe Sequenzvariation zwischen den Arten spricht dafir, dass - mit Ausnahme der
Arten der Sektion Pseudo-Rottlera - die Macaranga-Arten der Sunda-Provinz erst jungen
Alters gnd. Es ist davon auszugehen, dass dch diese Arten et mit der wieder langsam
beginnenden Ausbreitung des Regenwades im mittleren Miozén (vor ca 20 Mio. Jahren)
herausgebildet  haben. Unter den drei  Myrmekophyten enthatenden Sektionen nimmt
Winklerianae ene isoliete Sdlung en. Dafir sorechen sowohl  die  grolen
Sequenzunterschiede as auch die hochspezifische Besedlung ausschliefdich mit der isoliert
stehenden Crematogaster (Nicht-Decacrema) msp. 8 (Quek et al., 2004). Auch zwischen den
beiden Arten der Sektion (M.winkleri und M. winkleriella) treten grofe genetische
Unterschiede bel der ChloroplastenrAndyse, der AFLP-Andyse und der ITS-Andyse af,
was en Hinwes auf en rdaiv hohes Alter diessr Arten sain kann. Die geringen
Gemeinsamkeiten zwischen den untersuchten Akzessonen kann en Indiz fir ausgestorbene
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Arten und Populationen sein, oder auf ene frihzetig getrennte Entwicklung von M. winkleri
und M. winkleriella hinweisen. Aufgrund des sdtenen Vorkommens von M. winkleriella und
dem damit enhegehende Mangd an  blitenbiologischen Mekmden ig  die
Zusammengehdrigkeit der beiden Arten vor dlem durch ihren gemeinsamen Ameisenpartner
gestitzt. Wie auch anhand der Tabdle 10 deutlich wird, dnd vide charakterisische
Merkmale der beiden Arten potentidl homoplastisch. So tritt z.B. Bewachsung der
Pflanzenoberflache in Macaranga wet verbretet auf. Nur ene Betrachtung dler zur
Vefigung dehender Merkmde ermdglicht eine eindeutige Zuordnung zu ener bestimmten
Gruppe.

Die Arten der Sektion Pruinosae bilden mit dlen bisher durchgeflihrten molekularen und
morphologischen Studien eine gut gestiitzte, monophyletische Gruppe (Blattner et al. 2001,
Davies e al. 2001, Davies 2001). Auch die Abgrenzung der enzdnen Arnen ig
morphologisch, okologisch und molekulargenetisch weitgehend eindeutig. Haufig handelt es
gch um vikariierende Arten, die sch in den verschiedenen Biotopen und/oder Regionen
ablésen (z B. feucht vs. trocken, Tiefland vs. Hochland). Macaranga gigantea, die enzige
nicht myrmekophytische Art der Sektion, Stzt be den meisen Analysen an der Bass und
damit in einer Schwesterposition zu den Ubrigen Arten. Auch die Anadyse des Chloroplasten
Netzwerkes unterstiitzt diese Annahme, da die Haplotypen dler untersuchten Akzessionen
von M. gigantea zentrde Pogtionen in der Sektion einnehmen und somit vermutlich dter ds
die Haplotypen der abgdeiteten, weter aulen sehenden Akzessonen snd. Mit Hilfe der
Chloroplastendaten wurde schliefdich deutlich, dass M. siamensis kein Mitglied der Sektion
Pruinosae is, wie von Davies (2001) proklamiert. Leider stand zum Zeitpunkt der AFLP-
Andyse noch kein Materid diessr Art zur Verfigung, weswegen ene entsprechende
Absicherung durch AFLPs noch aussteht.

Die Sektion Pachystemon igt die atenreichse der myrmekophytischen Macaranga-
Sektionen. Ihre Monophylie konnte mit der AFLP-Andyse erdmals klar gestiitzt werden. Die
hier gewonnenen AFLP- und Chloroplastendaten legen ferner nahe, dass auch die
puncticulata-Gruppe zur Sektion Pachystemon zu rechnen ig und eine von vier sehr gut
gedtlitzten monophyletischen Linien der Sektion dargdlt. Von den drei anderen Linien
werden die hypoleuca-Gruppe und die kingii-Gruppe auf molekularer, morphologischer und
Okologischer Ebene besonders deutlich voneinander und vom Rest der Sektion abgetrennt.
Die hypoleuca-Gruppe i morphologisch charakterisert durch die extrem bewachste und
damit weildich erscheinenden Blaitunterseiten und 15 Bliten pro Glomerulus. Die Mitglieder
der kingii-Gruppe snd u.a gekennzeichnet durch maxima sechs Bliten pro Glomerulus und
durch ihr gemensames Vorkommen an Primawaddandorten, die fir die Ubrigen
lichtliebenden Arten eher untypische Habitate darstellen. Die besonders artenreiche bancana-
Gruppe lasst sch nur mit AFLPs klar von den Ubrigen Mitgliedern der Sektion abgrenzen;
ene wetere Untergliederung in ene motleyana- und ene bancana s. str.-Gruppe ist vor
dlem morphologisch begrindet (ua Wachs vs. kein Wachs 1-3 Stamen/Blite vs. 1
StamerVBlitte), auf molekularer Ebene jedoch nicht eindeutig charakterisert. Aufgrund der
groen Ahnlichkeit der Chloroplasten-Haplotypen, der ITS-Sequenzen und teilweise der
AFLP-Bandenmuster und morphologischen Merkmale kann man davon ausgehen, dass es
gch be der bancana-Gruppe um ene junge, Artengruppe handdt, deren Mitglieder
vermutlich noch (zumindest teilweise) miteinander kreuzbar sind.

Leder last sch mit Hilfe der bisher gewonnen Daten keine eindeutige Phylogenie innerhdb
der bancana-Gruppe vornehmen. Die Grinde liegegn zum enen in der mangenden
Vaidbilitdt sowohl der Chloroplasten ds auch der ITS-Sequenzen, zum anderen in der
Beobachtung, dass die Chloroplasten-Haplotypen innerhdb diesr Gruppe nicht nach
taxonomischen, sondern nach  geogrgphischen  Gesichtspunkten  aufgetrennt  sind.  Dies
erhértet die Annahme, dass es sich bel den Arten der Sektion Pachystemon, insbesondere der
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bancana-Gruppe, um noch junge Arten handdt, die aufgrund ener schndlen eventudl
adaptiven Radiation entstanden sind.

D.2.6 Phylogeographische Auswertung ausgewahlter Sektionen mit
Hilfe der Chloroplasten-Sequenzen

Die Avise et al. (1987) begrindete Phylogeographie erlaubt die Untersuchung geogra
phischer Strukiuren enzelner geogrgphischer Linien oder Arten. In jingerer Zet wurden
zahireiche Fédle von Pflanzengruppen bekannt, bel  denen Hybridiserungen  oder
unzureichende Auftrennung der Evolutiondinien ene korrekte Interpretation enes auf nur
eine Art beschrankten Datensatzes erschweren. In diesen Fdlen ist es zweckmddg, nicht nur
ene Art sondern eine ganze Artengruppe auf ihre HaplotypenDiversitét zu untersuchen. Bis
jetzt gibt es jedoch nur wenige Arbeten, die es 9ch zum Zid gesatzt haben, ene solche
phylogeographische Andyse fir enen ganzen Artenkomplex durchzufihren (Byrme et al.,
1999; Cannon und Manos, 2003; Jakob und Blattner, 2006). Im Rahmen der hier
vorliegenden Arbeit wurde en datistisches Parsmonie-Netzwerk dazu benutzt, die Struktur
chloropladtidérer  Verwandtschaftsverhdtnisse und  phylogeographischer  Verbreitungs-  und
Ausbreitungsmuster  zwischen und innerhdb  myrmekophytischer Macaranga-Sektionen und
ihrer vermutlich néchgten Verwandten zu andyseren.

D.2.7 Konstruktion des Netzwerkes

Die Kongruktion des Netzwerkes wurde in zwe aufeinander folgenden Schritten
vorgenommen. Zunéchs wurde mit Hilfe des Programms TCS (Clement et al., 2000) en
Gerig-Netzwerk auf der Basis von Punktmutationen und grof3eren Indds ergdlt. Es enthielt
44 Haplotypen (dehe Abbildung 16). Auf diessm Getig aufbauend wurden dann
nachenander  zusitzliche Mekmde mit abdeigender  Homoplasie-Wahrschenlichkeit
hinzugefigt, tells manuel, tells unter Zuhilfenshme von TCS. Dabel handdte es sch vor
dlem um Langenvaianten von Chloroplasten-Mikrosatdliten und kurze, AT-reiche Indds.
Obwohl es his jetzt nur wenige Daten Uber die taisachlichen Mutationsraten von
Chloroplasten-Mikrosatdliten gibt (z.B. Provan et al., 1999), i anzunehmen, dass de ene
hohere Mutationsrate und damit groliere  Homoplase-Wahrschanlichkeit aufweisen  ds
Punktmutationen oder 1angere Indels.

Ublicherweise werden genetische Netzwerke in e@nem  Schritt unter Verwendung aler
vorhandenen Daten erstelt. Bei der Behandiung von grolen Datensétizen mit Haplotypen aus
unterschiedlichen Arten konnen dabe vide Schlefen und fasche VerknUpfungen entstehen,
was ds en Zechen fir homoplasische Merkmde zu werten sind. So wurden bel der
Untersuchung des endemisch in Bradlien vorkommenden Baumes Caryocar brasliensis
(Caryocaracese) grole Unterschiede in der Topologie eines auf dem chloroplagtidéren trnT-
trnF-Spacers basierenden Netzwerks festgestellt, je nachdem ob Mikrosateliten fir die
Kongruktion verwendet wurden oder Basensubdtitutionen und Indels (Colevatti et al., 2003).
Als Grinde hiefir wurden unter anderem homoplagtische Ereignisse angesehen. Die
Ergdlung eines Netzwerkes in zwe Schritten ist daher die logische Konsequenz bel einem
sektionglibergreifenden Netzwerk, indem zur besseren Auflésung nah verwandter Arten auch
Mikrosatelliten und andere zur Homaoplasie tendierende Merkmale verwendet werden sollen.
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D.2.8 Auslese bestimmter Chloroplasten-Typen; Hybridisierung und
Introgression oder Beibehaltung urspringlicher Haplotypen?

Die ,Gruppe untertellt sch in drel separate ChloroplastentLinien (Gruppe I-111 in Abbildung
17), welche durch ihre geographische Verbreitung charakterisert sind. Eine Abgrenzung von
Chloroplasten-Haplotypen aufgrund geogragphischer und nicht taxonomischer Natur wurde
auch schon in anderen Pflanzenarten aus unterschiedlichen Familien beobachtet, so z.B. be
Quercus (Kanno et al., 2004 and Dumolin -Lapegue, 1997; Whittemore und Schaa, 1991),
Betula (Pdme et al., 2004), Eucalyptus (McKinnon et al., 2004) und Lithocarpus (Cannon
und Manos, 2003). In klenrdumig vorkommenden Macaranga-Arten it diese geographische
Auftrennung weniger ausgepragt, wohl aber bei den wet verbreteten Arten wie M. bancana
und M. hullettii. In Akzessonen dieser Arten wurden bis zu sechs verschiedene Haplotypen
gefunden (M. bancana und M. depressa), zugleich teilen sch aber bis zu neun Arten den
gleichen Haplotyp (HT 24a und HT 29a). Dabe handdt es sch sowohl um verbreitete ds
auch um endemisch vorkommende Arten, Myrmekophyten wie Nichtmyrmekophyten
(néheres dazu D.3). Eine d&mnliches Vertalungamuser von Heplotypen wurde auch in
anderen, schnell radiierenden Gruppen gefunden, wie zum Bespid in eénem Komplex nahe
verwandter Hordeum-Arten (Jakob und Blattner, 2006). Dies ist ein weiteres Indiz fur eine
schndle Radiaion innerhdb der bancana-Gruppe. In den anderen Pachystemon-Linien
(hypoleuca-, kingii- und puncticulata-Gruppe) i die geographische Untertellung nicht so
dak ausgepragt. Dies mag auch eine Folge der wegen engeschrankter Verflgbarkelt
geringeren  Anzahl von untersuchten Akzessonen san. Dra Szenarien konnen  zur
Interpretation der Ergebnisse herangezogen werden. Zunéchst einmd konnte es sich bel den
Macaranga-Arten der bancana-Gruppe um sogenante Metapopulationen handdt. Die
Entsehung ener Metgpopulation i nur durch permanente Kreuzung verschiedener Arten
Uber deren gesamtes Verbreitungsgebiet hinweg maglich, wobel sch ein ChloroplastenTyp
in bestimmten Regionen durchsstzen kann. Allerdings scheint dieses Szenario  fur  die
untersuchten Macaranga-Arten aus mindetens zwe  Grinden wenig wahrschenlich:  Zum
Einen sollte ba regdméigem Genfluss ene phénotypische Vereinheatlichung der beteligten
Arten bemerkbar sain. Zum Anderem bestehen be sympatrisch vorkommenden Macaranga-
Arten aufgrund  unterschiedlicher Begtéuber  und/oder  unterschiedlicher  Blitezeiten
prézygotische Barieren, was den zwischenartlichen Genfluss erheblich enschranken dirfte,
(Davies und Ashton, 1999; Moog, 2002; Moog et al., 2002). Bel der naheren Betrachtung der
Daenlage falt aulerdem auf, dass verschiedene Arten am gleichen Fundort megens
unterschiedliche Haplotypen besitzen. Die Akzessonen aus Luasong in Sabah ddlen hierbel
ene auffdlende Ausnéhme dar, da dle Proben sowohl der bancana s.str.- as auch der
motleyana- und der hypoleuca- Gruppe den selben Haplotypen besitzen.

Zur  Ausbildung regionenspezifischer  Chloroplastenhaplotypen kann  es  auch  durch
Introgresson kommen. Dafir i vorauszusetzen, dass sch nahe verwandte Arten trotz
maoglicher prézygotischer Barieren gdegentlich mitenander kreuzen konnten. Der Hybrid
erhdt seinen Chloroplastentyp von der Mutterpflanze. Wenn e sch nun aber mit véterlichen
Populationen riickkreuzt, resultiet als Endprodukt ene Pflanze, die phénotypisch ausseht
wie die véeliche Art, jedoch den Chloroplasten der mitterlichen Art besitzt (,chloroplast
capture’). Introgresson kann auch dann passeren, wenn Pollen ener  Art  durch
Windverdriftung in neue, bisher von dieser Art nicht beseddte Gebiete endringt. Durch
wiederholte Bestdubung der lokden Individuen konnen die ortsanséssgen Arten genetische
Merkmale der fremden Art Ubernehmen, wéahrend der maternal Uber die Eizele vererbte
Chloroplastenhaploytyp derselbe bleibt. Ein solches Szenario it nur denkbar, wenn die
lokde Population nur wenige Individuen aufweis. Hiervon kann jedoch ausgegangen
werden, da es sch be Macaranga um Pioniecbaume handdt, deren urspriingliches Habitat
zB. entlang von Fussufern oder in Baumsturzllicken liegt. Fir dieses Szenario spricht ene
mogliche Sippenseparation wédhrend der Eiszeiten (Sehe D.2.9). Die heutzutege telwese
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grol¥léchige Ausbreitung i dagegen st en Phdnomen der letzten Jahrzehnte, in denen
Waldrodung und Wadbrande stark zugenommen haben. Unterstitzt wird dieses Szenario
auch dadurch, dass auch M. hypoleuca aus Luasong, Sabah, denselben Haplotypen besitzt
wie Arten der bancana-Gruppe |. Eine Hybridiserung ig hier wahrschenlich, zumd
M. hypoleuca z B. mit M. hullettii sympatrisch vorkommt. und beide Arten synchron
verlaufende Bliihperioden mit dem salben Bestduber haben (Moog, 2002).

Eine dritte Interpretationsmoglichkeit des Phdnomens der geographischen Assoziation der
Chloroplasten-Haplotypen bestelt im sog. ,lineage sorting®. Daunter verdent man die
Bebehdtung bzw. noch nicht voll ausgepragte Auftrennung der in den Vorfahren
vorhandenen Chloroplastenhaplotypen auf die Tochterarten. Dieses Szenario wirde fir eine
s junge Radiation sprechen, bei der es noch nicht zu einer Fixierung unterschiedlicher
Chloroplasten gekommen i, sondern die Vidfdt der ,dten Haplotypen* (,ancient
haplotypes’) in den neuen Arten ehdten blebt. Interessant hiebe i, dass in
Luasong/Sabah  dle Pachystemon-Arten densdben Haplotypen aufweisen, und 2zwar
unabhdngig davon, aus welcher Gruppe se stammen. Nicht nur M. hypoleuca besitzt diesen
Haplotypen, sondern auch M. motleyana. Die konsequente Beibehdtung eines Haplotyps an
diesem Standort konnte en Hinwes darauf sein, dass es sch um enen dten, Ubrig
geblicbenen Heplotyp aus der Vorlauferat handdt. Eine Entscheidung zwischen den
genannten Szenarien kann auf der Bads des vorhandenen Daensatzes nicht getroffen
werden. Das Ubergreifende Netzwerk bietet jedoch einen ersten Uberblick und eine gute
Basis fur Detalluntersuchungen in den jewelligen Gruppen.

D.2.9 Gedanken zur Biogeographie myrmekophytischer Macaranga-
Arten mit Hilfe der Chloroplasten-Haplotypen

Eine morphologische Andyse der Gattungen Macaranga und Mallotus (Sik und van
Welzen, 2001), sowie die Anadyse der nukle&ren ITS-Region (Blattner et al., 2001) hatten
nahegelegt, dass Macaranga der Gattung Mallotus entspringt und letztere dadurch
paraphyletisch wird. Wurdack et al. (2005) setzen Macaranga dagegen basd zum Subtribus
Rottlerinae (dehe A.2.2.1). Nach erst kirdich publizieten molekularen Stammb&umen auf
der Bads der chloroplastidéren trnL-F-Region sowie dre nukleren Markern snd die
Gattungen Macaranga und Mallotus hingegen eher Schwestergruppen (Kuljo, 2005), und die
Arten der Sektion Pseudo-Rottlera sowie einige neukdedonische Arten stehen an der Bass
der Gattung Macaranga. Die Frage nach dem Ursprung der Gattung Macaranga bleibt
jedoch weiterhin ungelést. Baserend auf ihrer morphologisch-kladisischen Andyse sdlten
Sik und van Wdzen (2001) die These auf, dass die erden Arten der Gattung Macaranga
keine Regenwaddpflanzen, sondern Pionierbaume der offenen Buschvegetation waren. Der
Ursprung der Gettung wird dabel in das Oligozdn bzw. frihe Miozén (vor 38-15 Mio. Jahren)
geegt, ds das Weltklima Uberwiegend saisona und trocken war. Auf der anderen Seite legen
Sequenzandysen nahe, dass die Sektion Pseudo-Rottlera basd dtzt und somit der Ursprung
der Gattung eher in den Regenwddern liegt (Blattner et al. 2001; Kulju et al. 2007). Auch
wenn  Pseudo-Rottlera  heutzutage auschliedich  auf  die  SundaProvinz  beschrankt
vorkommt, bedeutet es nicht, dass dort auch der Ursprung der Gattung liegen muss. Es kann
dann durchaus mdglich sain, dass die fosslen Pollen aus dem mittleren bis frihen Eozén
Europas und Audrdiens nicht nur von Mallotus, sondern auch von Macaranga sammen. Die
maximae Audireitung des Regenwddes im didogtasaischen Raum  durch angteigende
Temperaturen und perhumide Bedingungen fand aber erst im mittleren Miozén (vor ca 13
Mio. Jahren) datt (Morley, 2000), was auch ds maximaes Alter der myrmekophytischen
Arten angenommen wird (Quek et al., 2004). Zu diesem Zetpunkt war der tropische
Regenwad bis nach Japan ausgebreitet (von 10°S - 40°N).
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Abbildung 27: Geographische Entwicklung Sldostasiens wahrend der letzten 250.000
Jahre. Dargestellt ist der Einfluss der Kélteperioden auf die Hohe des M eeresspiegels
und die Landverbindungen in Siidostasien. Die verschiedenen Farben geben die Lage der
einzelnen Regionen des Malaiischen Archipels in Bezug auf die aktuelle Meereshéhe an

(Voris, 2000). Sichtbar werden dabei sowohl mégliche Flussverbindungen und entstandene
Seen.

Obwohl es enige Sudien gbt, die dch mit geologischen Aktivitdeen und
Klimaschwankungen im Sidostesatischen Raum beschéftigen (zB. Hdl, 2002, z.B. Moss
und Finch, 1997; Voris, 2000; Wilson und Moss, 1999), ig lediglich eine sehr hypothetische
Interpretation maglich. Hinzu kommt, dass gerade in diessem Raum nur wenige Fosslien
vorhanden snd oder durch Verdriftung nicht dem richtigen Zeitdter zugeordnet werden
konnen. Des weteren exidieren bisher von Sidostasen nur  wenige bio- und
phylogeographische Andysen an Pflanzen und Tieren. Diese wenigen Studien deuten aber
auf enen tiefen Einschnitt hin, mit vikariierenden Arten zwischen den Insen und dem
Fedtland, der etwa in das Quartér zurickdatiert werden kann (Cannon und Manos, 2003).
Nach dem heutigen Stand des Wissens exidtierten in den letzten 250.000 Jahren ungeféhr zu
43 % der gesamten Zeit Landbriicken zwischen der Habinsed Madaysa, Sumatra, Java und
Borneo, bei einem Meeresspiegel von -50 m NN (siehe Abbildung 27). Interessant ist auch,
dass fur etwa die Hdfte des Zetraums be lediglich -40 m NN en schmaer Korridor
zwischen Borneo und Sumara exidierte, der einen Austausch der Populaionen ermdglichen
konnte. Der dnkende Meeresspiegd war mit ener Klimaverdnderung verbunden, die
zunehmende Trockenheit und saisonde Schwankungen mit sch brachte Die Bedingungen
fir regenwadangepasste Pflanzen und damit auch die Myrmekophyten verschlechterten sich.
Aufgrund des damit einhergehenden Rickzugs der Regenwddarten in bestimmte Refugien,
wie ge telwese von Sik et al. (2003) beschrieben wurden, ist auch eine SippenSeparation
denkbar. Mit Hilfe ener molekulaen Uhr konnten die  Artbildungs- und
Koloniserungsereignisse  zeitlich besser abgeschétzt werden. Ein Fehlen von Macaranga-
Fosslien in Sidogasen und die nicht endeutige Unterschedung von Mallotus- und
Macar anga- Pollen, machte eine solche Kalibrierung aber bisher unmaglich.
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In der Sektion Pruinosae scheint die Entwicklung der Arten von der Habinsd Westmdaysa
auszugehen, da die basden Haplotypen HT 1 und HT 3a die einzigen Haplotypen sind, die in
Wedmdaysa exigieren. HT 1 kommt nur in Wesdmdaysa vor (be zwe untersuchten
Arten), und HT3a sowohl in Wesmdaysa ads auch in Ogkdimantan. Die Ausbreitung
verlief demnach Uber zwel Pfade durch Borneo, wobe Sabah jewels am Endpunkt der
Ausbreitungswege steht. Die Haplotypen HT 8a, b und ¢ sind im Osten von Sabah verbreitet,
HT 6, 3e und 3f in den Bergketten im Westen Sabahs. Ob es sich bel der geographischen
Trennung der Pruinosae-Arten in West- und Ost-Sabah um enen Zufdl oder um ene
tatsachliche geogrephische Auftellung der Haplotypen handdt, kann aufgrund der geringen
Probendichte  nicht  endeutig festgedtdlt werden. Hiezu snd  umfangreichere
populationsgenetische Studien spezidl in dieser Sektion notig, die bereits begonnen wurden
(Daniela Guicking, pers. Mitt.).

Anders verhdt es sch bel den Sektionen Winklerianae und Pachystemon. Beide Arten der
Sektion Winklerianae snd endemisch auf Borneo und vermutlich dort entstanden. Auch die
zentrden Haplotypen (HT 26a und 28) von Pachystemon kommen ausschlieldich auf Borneo
vor. Haplotypen vom Festland oder anderen Insein Stzen ausnahmdos peripher. Dies spricht
fir einen borneensschen Ursprung auch der Sektion Pachystemon. Das Netzwerk legt zwel
unabhéngige Ausbretungsereignise zum maaysschen Fedland nahe, sowie ene magliche
Migration zurick nach Borneo. Eines dieser Ereignise betrifft die hypoleuca-Gruppe.
Waéhrend dle zentrden und dteren Haplotypen diessr Gruppe in Borneo vorkommen, Stz
der Haplotyp aus Wesmdaysa peripher. Die zweite Bededlung Westmadaysas durch
Pachystemon-Arten fand in der ,Gruppe Il bzw. Uber die puncticulata-Gruppe statt (inkl.
ene Art von Java, Sehe Abbildung 17). Vermutlich it die puncticulata-Gruppe gemensam
mit der bancana- Gruppe Il auf der Habinsd Maaysa entstanden. Innerhab der
puncticulata-Gruppe kam es dann anscheinend zu einer Rekolonisation von Sarawak und
Brune auf Borneo (HT 34e, 34f, 38). Diese konnte Uber die zeitweise existierenden
Landbriicken erfolgen.

Der Chloroplastenhaplotyp, der be der einzigen M. triloba-Probe von Sumatra vorkommt,
zeigt Ahnlichkeiten mit den Arten der sonst ausschlielich auf Borneo vorkommenden
,Gruppe Il. Die mogliche Ausbreitung dieses Haplotypen kann Uber die weter oben
gechildete Landverbindung zwischen Borneo und  Sumatra geschehen  san.  Die
Vewandtschaft der Haplotypen zwischen Westmdaysa und Java bleibt dagegen aufgrund
der grolfen molekularen Unterschiede zwischen den Pflanzen aus diesen beiden Gebieten
sowie die geringe Besammlungsdichte weitgehend unklar.

Die Arten der bancana-Gruppe aus Sabah nehmen gegeniber den anderen Regionen ene
sepaate Pogtion en, zudem gibt es ene deutliche Auftrennung zwischen O«- und
Westsabah. Die Abgrenzung von Sabah zu dem Rest von Borneo ist mit dem sehr dten
Bergmassiv zu begriinden, dass sch von Nordosten nach Siidwesten quer durch Borneo zieht
und im Bereich von Sabah ads Crocker Range bezeichnet wird. Die besondere Stellung von
Sabah konnten auch Sk et al. (2003) be ihrer florigtischen Studie nachweisen. Fir eine
Augbreitung aus Sabah in Richtung Oskdimantan gibt es nur innerhdb der kingii- und
hypoleuca-Gruppe einen Hinweis Innerhadb der bancana-Gruppe scheint Sabah dagegen
eher eine Sackgase zu sain. Die Auftrennung der Haplotypen nach Ost- und West scheint
vor dlem dem Vorkommen der Arten an den entsprechenden Standorten zu folgen. Wahrend
die Arten mit den Haplotypen 21 -23 Uberwiegend 6stlich bis nach Ogtkdimantan verbreitet
sand, kommen die Arten mit den Haplotypen 24 und 25 meis nur in der Bergkette im Westen
Yog

Die kingii-Gruppe scheint sch aus der ,Gruppe |l entwickelt zu haben. Die Haplotypen dieser
Gruppe haben sch demnach von Nordostsarawak/Brunel Uber Sabah bis nach Ostkaimantan
ausgebreitet, was besonders gut an der auf Borneo welt verbreiteten M. lamellata deutlich
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wird. Die endemisch in bestimmten Gebieten Borneos vorkommenden M. caladiifolia und
M. umbrosa bestzen Haplotypen, die ihrer geographischen Zuordnung entsprechend mit den
in Nordostsarawak/Brunel vorkommenden M. lamel lata- Hapl otypen assoziiert sind.

Die Vidfdt der Haplotypen innerhdb ener Art ig nicht ausschlieich auf wet verbreitete
Arten beschrankt; so weig auch die auf Sabah beschrankte Art M. indistincta sechs
Haplotypen be nur funf untersuchten Populationen und acht Akzessonen auf. Be der
Bestimmung der Wurzel der Sekt. Pachystemon, die durch TCS bel der SabahGruppe
gesetzt wurde, muss berlickgchtigt werden, dass zwar nahezu dle Arten in die Studie
miteinbezogen wurden, jedoch nicht in gleichem Mae auch verschiedene geographische
Populationen.  Insbesondere  zwischen den  Gruppen, in  denen mehrere legre
Haplotypenpostionen exidieren, kann man erwarten, dass diese nicht ausgestorben sind,
sondern nicht besammelt wurden.

Eine fléchendeckende Probennahme st aber nicht nur aufgrund des  logistischen
Schwierigkeiten fast unmdglich, sondern auch wegen der Zedtérung der priméren
Regenwdder auf Borneo problematisch. Im Laufe der letzten Jehrzehnte konnten Sch
vermehrt Ergbesedler durchsetzen, die vor dlem auf Sekundérwad und gesttrte Habitate
soezidiset snd. Arten, die auf einen wenigsens habwegs intakten Primd&wad angewiesen
snd, wurden daher immer mehr verdrangt. Mit dem Vordringen des Sekundérwades kann es
aber nun auch moglich san, dass sch die Verbreitung der Haplotypen verandert hat. Solche
Uberlegungen werden hier aber nicht weiter fortgefihrt, da die Klaung der aufgeworfenen
Fragen populationsgenetische Studien erfordert, die derzeit fir verschiedene Arten der
myrmekophytischen  Sektionen  begonnen  werden (Danida  Guicking, pes.  Mitt),
indbesondere mit dem Focus auf die moglicheweise unterschiedliche Populationsstruktur
von myrmekophytischen versus nicht myrmekophytischen Arten.
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D.3 Koevolution von Pflanze und Ameise innerhalb der Gattung
Macaranga ?

De  kombinierte Einsatz verschiedener Genome und  Genregionen  zur Untersuchung
phylogenetischer  Zusammenhénge ermdglicht es, nicht nur Genb&dume, sondern tatséchliche
Sanmbaume zu eddlen. Die AFLP-Andyse vermedet die Ubeinterpretation eines
bestimmten Locus, da de Auschnitte aus dem gesamten Kengenom mit in  die
Untersuchung einbezieht. Diese Methode kann aber nur in enem taxonomisch eng
begrenztem Rahmen engesetzt werden, entweder zwischen nahe verwandten Arten (z.B.
Després et al., 2003; z.B. Kardolus et al., 1998) oder innerartlich (zB. Angidllo et al., 1999;
Gaotto et al., 1997; zB. Paul et al., 1997). Betrachten wir nun dle bisher vorliegenden
phylogenetischen Daten fir die myrmekophytischen Sektionen der Gattung Macaranga, ist
es moglich, eine durchaus prézise Anadyse zur Entstehung der Ameisenpflanzen zu erstellen.

Neben den friher schon durchgeflihrten ITS-Sequenzierungen (Blattner et al., 2001), der
RAPD-Andyse (Banfer, 1999; Blattner et al., 2001), sowie einer morphologischen Anayse
(Davies et al., 2001) kommen in der vorliegenden Arbeit eine Chloroplasten-Phylogenie und
eine AFLP-Andyse hinzu. Pilotversuche mit verschiedenen Mitochondrien-Lod im Rahmen
der hier vorliegenden Arbet blieben ohne Ergebnis, da die Variabilitdt der untersuchten Loci
nicht ausreichend fir die vorliegende Fragestdlung war (Daten nicht dargestelt). Eine erst
vor kurzem publiziete Swudie verwendete die chloroplagtiddre trnL-F-Region in
Kombination mit nukle&ren Sequenzen der ITS-Region, enes Phytochrom C-Gens und enes
Glutaminsynthetase-Gens  zur  Erdellung von Gesamtphylogenien der Gattungen Macaranga
und Mallotus (Kulju et al., 2007). In diese Untersuchung wurden jedoch nur wenige
myrmekophytische Vertreter einbezogen, so dass de fir die hier verfolgten Fragestellungen
keine wesentlichen neuen Erkenntnisse brachte.

Auch auf Sdten der Amesen wurden im Laufe der letzten Jahre vide neue Erkenntnisse
gewonnen. Obwohl die Aussagen der mitochondriden Stammbaume nicht eindeutig mit der
Zuordnung zu den Morphospezies Ubereingimmen (Feldhaar et al., 2003aa), konnten doch
aufgrund des neuen Wissens um Besedlungssirukturen und Verhdten der Ameisen (z.B.
Federle et al., 2000; Federle et al., 2002; Feldhaar et al., 2003bb) und einer geographisch
grol3 angdegten Studie von (Quek et al., 2004) vide neue Erkenntnisse gewonnen werden.

Um die Evolution der Myrmekophytie innerhdb der Gattung Macaranga zu untersuchen,
konnen daher jetzt mehrere Aspekte in die Betrachtung mit enbezogen werden; die
Phylogenie der Pflanzen, die Phylogenie der Ameisen und die wechsdsatigen Anpassungen
an das Zusammenleben mit den jeweligen Partnern.

Anhand der bis jetzt vorliegenden Ergebnisse l&sst sch feststelen, dass eine spezifische ens-
zu-ans-Koevolution von Amesen und Pflanzen im Sinne ener Kospezigion wohl nicht
dattgefunden hat. Schon ene frihe Arbeit von Fda et al. (1999) zegte, dass ene
Amesenmorphospezies Partner mehrerer  Pflanzenarten sain kann, as auch, dass ene
Pflanzenspeziesin der Regd von mehr ds einer Ameisenmorphospezies besieddt wird.

D.3.1 Anmerkungen zu der Ameisenevolution

Neuere phylogeogrephische, auf mitochondriden Haplotypen beruhende Studien der
Crematogaster (Decacrema) -Gruppe weisen auf ene deutliche genetische Trennung der
Morphospecies zwischen der Habinse Mdaysa und der Insd Borneo hin, ene &hnliche
Trennung besteht auch zwischen Sarawak und Sabah (Feldhaar et al., 2003aa; Quek et al.,
2004). Die molekular charakteriserten Linien der Amesenmorphospezies aus der captiosa-
Gruppe koloniseren ein bretes Spekirum von Pflanzen (Feldhaar et al., 2003aa). Eine

Gudrun Banfer 112



Diskussion - Phylogenie der myrmekophytischen Macaranga-Arten

captiosa-Untergruppe, welche die Morphospezies 1, 2, 4 und 5 enthdlt, kommt fast
ausschliefdich auf Pflanzen der Sektion Pachystemon vor, wéahrend die msp. 1 und 2 der
zZweiten  captiosa-Untergruppe  ausschliefdich  in Arten  der  Sektion Pruinosae  |eben.
Interessant hierbel ist, dass die msp. 2 der Untergruppe angehdrt, zu der songt ausschliefdich
besedelnde Ameisen von Pachystemon-Arten gehdren.

Aufgrund der fehlenden Definition von Morphotypen bel der Arbeit von Quek et al. (2004)
l&sst sch leider nur schwer ein Vergleich der Stammbaume aus Feldhaar et al. (2003) und
Quek et al. (2004) vornehmen. Es ist aber zu vermuten, dass es sich bal Linie G aus Quek et
al. (2004) uberwiegend um die Pruinosae besedelnde Morphospezies 2 handelt, oder um
ene andere Art der zweiten captiosa-Gruppe. Be den Linien H und F handdt es sch
vermutlich um die beiden Morphospezies 4 bzw. 3, bei C um Morphospezies 6 und be A um
die bei Feldhaar et al. (2003a) ebenfals basal stzenden msp. 7 und msp. 10 (ehemas msp. 3
aus Borneo, pers. Mitt. H. Feldhaar).

Identisch bei beiden Andysen igt die basde Podtion der Morphospezies 8 (Crematogaster
sp. SKY32 be Quek et al., 2004), die ausschlieldich die beiden Arten der Sektion
Winklerianae beseddt und zu dlen Ubrigen Macaranga besedelnden Crematogaster-
Ameisen ene groe genetische Diganz aufweisen. Innerhab der letzteren Stzen bel beiden
Andysen die M. motleyana besedeinden Arten (msp. 10 und 3; Feldhaar et al. 2003a bzw.
Linie A; Quek et al. 2004) basd zu dlen Ubrigen Crematogaster (Decacrema) -Arten. Nach
Quek et al. (2004) zeichnet dch ene klare Trennung ab zwischen den wachdaufenden
Ameserarten und denjenigen Arten, denen diese Fahigkeit fehlt.

Da es sch be der Arbet von Quek et al. (2004) ausschlieldich um eine molekulare Arbelt
ohne nédhere Beschreibung der Morphologie der Amesenarten handdt, it es schwer zu
sagen, ob der Stammbaum tatsichlich die Phylogenie der Art widerspieget oder — wie be
Macaranga - auch Introgresson eine Rolle spidt und die Mitochondrien-Daten daher in die
Irre fuhren konnen. Auch bei den Amesen scheint der mtDNA-Haplotyp nicht immer den
Artgrenzen zu  folgen. Waeterfihrende AFLP-Andysen zur Aufgdlung enes Ken
Stammbaums sind daher geplant (Feldhaar, pers. Mitt.).

Die beden Morphospezies 3 und 4 scheinen alopatrisch vorzukommen, wobei msp. 3 die
msp. 4 in den montanen Regionen ablést (Moog, 2002). Neuere Studien haben gezeigt, dass
auf den auReren Asten von dteren Baumen sowohl der Sekt. Pachystemon als auch der Sekt.
Pruinosae der eigentlich Ubliche Amesenpartner héufig durch Morphospezies 1 abgd st
wird (Feldhaar et al., 2003aa; 2003bb). Verglechende Untersuchungen im Primé&- und
Sekundarwald haben aulRerdem gezeigt, dass in beiden Habitaten ene unterschiedliche
Besedlung datfinden kann (Murase et al., 2003). Ein solches Phdnomen war bisher nur von
M. lamellata bekannt, die je nach Standort entweder durch Crematogaster msp. 5 oder eine
Camponotus-Art  beseddt wird. Be den oben genanten Untersuchungen wurden
Jungpflanzen von M. bancana in Sarawak untersucht; dabel wurde festgestdlt, dass
samtliche Baume des Prim&wades durch die ,ubliche® Crematogaster-Morphospezies
beseddt wurden. Im Sekunddrwad hingegen wurde ungeféhr die Hdfte dler untersuchten
Pflanzen durch ungpezifiscche Amesen beseddt Auch diese Sudie unterdtitzt die
Erkenntnis, dass ene Anpassung an die spezifische Vergesdlschaftung von Amese und
Pflanze datgefunden hat, das Sysdem aber flexibd genug i, um auf verdnderte
Umwetbedingungen zu reagieren. Murase et al. (2003) schlossen aus ihren Ergebnissen, dass
die Asozigion zwischen den Patnen im Sekundawad schwécher und pflanzeneigene
Abwehrmechanismen sarker ausgepragt Snd. Auch die zur Verfigung sehende Lichtmenge
scheint eine Rolle zu spiden, unklar ig jedoch, ob Standort und Lichteinfal eine Bedeutung
fur die Pflanze oder auch fir die Partneramei se eine direkte Bedeutung hat.
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D.3.2 Evolution der Myrmekophytie innerhalb von Macaranga

Obwohl gch echte Myrmekophyten nur innerhdb der immergrinen tropischen Regionen
ausgebildet haben, gsdlen fast dle Macaranga-Arten myrmekophile Baume (im Sinne von
ameisefreundlichen Pflanzen) dar, die Amesen mit Hilfe von fre auf der Obeflache
vertellten Nahrkorperchen (z B. M. tanarius) oder extrafloralen Nektarien @ B. M. rostrata,
M. conifera) anlocken. In der nahe verwandten Gattung Mallotus snd solche Anpassungen
nicht vorhanden. Man kann daher davon ausgehen, dass es sch be solchen Erscheinungen
um Préadaptionen fir die Auspréagung echter Myrmekophytie handdt. Es gelt dch die
Frage, wie und wie oft 9ch echte Myrmekophyten innerhdb der Gattung entwickelt haben,
und ob und in welcher Form eine Koadaptation und/oder Koevolution zwischen Ameisen und
Pflanzen stattgefunden hat.

Trotz zahlreicher Andysen auf der Bads morphologischer (Davies et al.,, 2001) und
molekularer Daten (Bénfer, 1999; Blatiner et al., 2001; Davies et al., 2001), is die
Phylogenie der dreé  Myrmekophyten enthdtenden Macaranga-Sektionen bisher nicht
endeutig aufgeklat, weder die Beziehungen zuenander noch die Verhdtnisse im inneren
ene Gruppe. Auch wenn der morphologisch generierte Baum (Davies, 1996) ene klare
Auftrennung der beteligten Gruppen zeigt, kan das dchellich auf die Einbeziehung der
Merkmde fir die myrmekophytische Anpassung zurickzufihren sein. An der geringen
Unterstiitzung der gefundenen Gruppe it zu erkennen, dass viede morphologische Merkmde
homopl astischen Ursprungs sind.

Wie in Kagpitd D.3.1 dagesdlt, i die Kombination der Sektion Winklerianae und
Morphospezies 8 in Macaranga das enzige Baspid fir ene hochspezifische Bindung von
Ameisen und Pflanzen. Ob es sch dabe um en koevolutives Ereignis handdt, ist trotz der
sehr spezifischen Assoziation eher zweifdhaft. Be der Morphospezies 8 handdt es sch
offendchtlich um eine dtere Crematogaster-Art (Feldhaar et al., 2003a; Quek et al., 2004),
deren minimaes Alter auf 12 Mio. Jahre (Mittleres Miozén) geschéizt wird (Quek et al.,
2004) und die nicht ngher mit den anderen Macaranga-assoziieten Crematogaster-Arten
verwandt ist. Zu dieser Zeit herrschten hohe Temperaturen mit einer Ausbreitung des
tropischen Regenwades bis nach Jgpan (10°S-40°N). M. winkleri und M. winkleriella snd
daher moglicherweise dter ds die Arten der Sektionen Pruinosae und Pachystemon (Blattner
et al. 2001), und sind genetisch scheinbar nicht ndher miteinander verwandt. Mdglich i,
dass die Winklerianae-Arten urspringlich durch andere Ameisen beseddt wurden und
Crematogaster einen Partner dargtelt, der im Laufe der Zet den urspringlichen Partner
verdrangt hat. Dass eine Ubernahme durch andere Ameisen nicht unwahrscheinlich, sondern
durchaus Ublich ig, zeigt das Besedlungsmuster vider Macaranga-Arten, die as junge
Pflanzen durch ihren ,normden Patner und ds ausgewachsene Béume durch
Morphospezies 1 besieddlt werden kdnnen (Feldhaar et al., 2003bb).

Nicht nur in der Sektion Winklerianae, auch innerhadb der Sektion Pruinosae hat sch die
Myrmekophytie wohl unabhéngig entwickdt. Ergens ig die Art der Interaktion innerhadb
dieser Sektion deutlich anders ds bel den beiden anderen Sektionen (markgefiillte Stangd vs.
hohle Sténgd, Besedung es zu enem gpédteren Zetpunkt der Kemlingsentwicklung,
Nahrkorperchen auf der Obersate der Stipeln). Zwetens et die welt verbreitete, nicht
myrmekophytische Art M. gigantea innerhalb der Sektion in ener basden Pogtion (sehe
Abbildung 25). Drittens werden die Arten dieser Sektion fast ausschlieldich durch
Crematogaster (Decacrema) msp. 2 beseddt (be dteren Pflanzen meig auch msp. 1; beide
gehdren zur captiosa-Gruppe). Die terminde Podgtion der Pruinosae besedelnden
Crematogaster-Arten im Phylogramm (Feldhaar et al., 2003aa; Quek et al., 2004) konnte en
Hinwes auf die et junge Entfdtung dieser Gruppe sein. Wenn auch Crematogaster msp. 2
fast ausschliedich in der Sekt. Pruinosae vorkommt, erscheint eine direkte Koevolution
beider Partner zweifdhaft. Es ist eher wahrschanlich, dass die Sektion zuerst entstanden ist
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und erst sekundéar die Assoziation mit Crematogaster dattgefunden hat. Dies kann rdativ
schnell geschehen sein, da die préadaptiven Merkmae (Nahrkorperchen, EFNsS, Prostomata)
weit verbreitet in Macaranga vorkommen. Gegen die Kospeziation mit Ameisen spricht auch
die starke 6kologische Anpassung der meisten Arten an bestimmte Standorte.

Eine Interpretation der Evolution der Myrmekophytie innerhdb der Sektion Pachystemon
falt im Gegensaiz zur den bisher genannten Gruppen wesentlich schwerer. Zum einen gibt es
innerhalb der Sektion funf morphologisch wohldefinierte Gruppen (puncticulata-, hypoleuca-
, kingii-, motleyana- und bancana s.str-Gruppe), von denen auf der molekularen Ebene
jedoch nur vier differenzierbar snd puncticulata- hypoleuca-, kingii- und bancana-Gruppe),
zum anderen kommen ds besedende Amesenpartner sowohl zahlreiche Crematogaster
(Decacrema)- Morphospezies ds auch nicht néher miteinander verwandte Camponotus-Arten
in Frage.

Die puncticulata-Gruppe mit der enzigen spezifisch beseddten myrmekophytischen Art
M. puncticulata wird ausschlieldich von Camponotus sp. 1 bewohnt (Federle et al., 1998),
Uber deren Alter nichts bekannt ist. Nicht nur der Amesenpartner i ungewohnlich, sondern
auch die Art der Besedlung. Wahrend Crematogaster-Kolonien auf jewells enen Baum
beschrankt dnd, tellweise sogar en Baum durch mehrere Kolonien auch unterschiedlicher
Ameisen bewohnt wird, bildet Camponotus sp. 1 sehr grole Kolonien, die sch tUber mehrere
Béume erstrecken konnen. Eine eigenstdndige Entwicklung der Myrmekophytie wird ferner
durch die Tatsache unterstiitzt, dass — &wnlich wie in der Sektion Pruinosae - die
Nichtmyrmekophyten dieser Gruppe basder stzen ds M. puncticulata selbst (vgl. Ergebnisse
der AFLP-Andyse und cp-Daten, sehe Abbildung 10und Abbildung 17). Prostomata als
Orientierungshilfen fir Ameisen snd in diesr Gruppe aul3erdem nicht vorhanden (Federle et
al., 2001).

Ebenfdls enzigatig, sowohl aufgrund der morphologischen  Gruppenmerkmde (15
Staubblétter pro Blute und 1 Blite pro Glomerus, zwe Drusenfeder pro Karpdl;
Nahrkorperchen auf der Untersaite junger Blétern, Stipeln aufrecht und reduziert; ganze
Pflanze auffallig bewachst; keine Prosomatad) ds auch der molekularen Daten und der
Besedlungsstruktur  (Uberwiegend Crematogaster Decacrema msp. 6) ist die hypoleuca-
Gruppe. Nach der Postion dieser Gruppe in den molekularen Stammbaumen (insbesondere
be dem Chloroplasennetzwerk) und den tellwese homoplagtischen  morphologischen
Mekmden scheint ene egene Entwicklung der Myrmekophytie jedoch  eher
unwahrscheinlich,

Schwieriger wird es bel der kingii-Gruppe, die nicht nur morphologisch &ulRerst divers i,
sondern auch beziglich der Besedlungsmuster der einzdnen Arten. Wéhrend M. umbrosa
Uberwiegend durch Crematogaster (Decacrema) msp. 4 beseddt wird, kommt be
M. lamellata wahlweise msp. 5 oder Camponotus macarangae (Maschwitz et al., 1996) vor.
Auch die Ausprégung der Progtomata it nicht enhetlich. Wéhrend M. umbrosa enen ganz
egenen Typ bedtzt, der zwischen den Stipen verlauft (Federle et al., 2001), snd be
M. lamellata keine Prostomata ausgebildet. Neben den molekularen Daten ig  die
Zusammengehtrigkeit der Arten vor dlem durch die ausgepragte Schattentoleranz gegeben,
die Davies (1996; 1998) ds gemeinsam abgelatetes Merkma wertet. Sowohl die AFLPs ds
auch die Ergebnise der Netzwerkandyse deuten an, das die urspringlichste Art innerhab
dieser Gruppe M. lamellata ist. Es kann daher sein, dass die Besedlung mit Camponotus
Reliktcharakter hat und Camponotus den urspringlichen Besiedler dargellt.

Von dlen Pachystemon-Gruppen am schwierigden zu interpretieren it die bancana-Gruppe.
So ig es noch nicht einmd klar, ob man besser von ener Gruppe oder von zwel Gruppen
(bancana s. str. und motleyana-Gruppe) sorechen sollte. Morphologie (sehe Tabele 10) und
molekulare Daten treffen hier unterschiedliche Aussagen (Blattner et al., 2001; Davies et al.,
2001 und eigene Analysen). Die Stelung der Nichtmyrmekophyten innerhadb der Gruppe ist
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aufgrund mangender Auflosung der molekularen Stammbéume  ebenfdls unklar. Obwohl
morphologisch gesshen be Davies et al. (2001) dle Nicht-myrmekophyten zusammen
gruppierten, muss diessr Aspekt mit Vorscht betrachtet werden, denn Merkmde, die
Anpassung an die myrmekophytische Lebensveise dargtdlen, wurden in die Andyse mit
enbezogen (Zirkedschlussl). Waeterhin - werden die Arten diesr Gruppe sowohl von
wachdaufenden Arten (motleyana-Gruppe) ds auch durch die beiden nicht wachdaufenden
Arten Crematogaster (Decacrema) msp. 3 und msp. 4 beseddt (die mesten Arten der
bancana-Gruppe). An bestimmten Standorten kommt auch Camponotus ds besedeinde Art
hinzu (M. griffithiana auf Thaland), und die auf M. motleyana sedelnde Crematogaster-Art
deht basd zu dlen Ubrigen Pachystemon-bewohnenden Arten. Es i daher sehr
wahrchenlich, dass dch Amesen und Pflanzen innerhdb der bancana-Gruppe zwar
koadaptiert, nicht aber koevolviert haben. Die vidschichtige Besedlungsstruktur innerhab
diesr Gruppe deutet auf eine gemeinsame Entwicklung der Decacrema- und Pachystemon-
Gruppe hin. Macaranga motleyana nimmt nicht nur beziiglich der Besedlung, sondern auch
auf molekularer Ebene ene Sondergdlung en. Ba de ITS-Sequenzierung Stzen
M. motleyana und M. griffithiana separat von den Ubrigen Arten der bancana-Gruppe, bei der
ChloroplastenSequenzierung i dies lediglich fir M. motleyana, der Fal, wahrend
M. griffithiana Bestandtell der bancana-Gruppe Il it (Sehe Abbildung 17). Da es sich bei
dlen nicht myrmekophytischen Arten (M. depressa, M. rostrata, M. triloba) dieser Gruppe
um submontane bis montane Arten handdt, liegt es nahe, dass durch die Anpassung an
hohere Lagen die obligatle Ameisenbeziehung mehrfach unabhéngig voneinander verloren
gegangen s=in kann. Wenn dem <o igt, dann handdt es Sch ba den relevanten Merkmaen fir
echte Myrmekophyten (hohler Sténgel, Sitz der Nahrkorperchen, verdnderte Zusammen
setzung der chemischen Abwehr) um plagtische Merkmae, die leicht entstehen und wieder
verschwinden konnen. Hierflr sprechen auch die Ergebnisse zu den Abwehrmechanismen
von M. bancana im Prim&- vs. Sekunddrwald (Murase et al., 2003), sowie die Varidbilitét
der Bewachsung bei M. aétheadenia.

Insgesamt legen die Ergebnisse dieser Arbet nahe, dass echte Myrmekophytie in Macaranga
drei- bis vieemd unabhdngig entdanden id, jewels enmd in den Sektionen Pruinosae,
Winklerianae und Pachystemon, sowie moglicherweise in der puncticulata-Gruppe.
Innerhdb  von Pachystemon ig¢ e vemutlich mehrfach zu ener Rickbildung der
Myrmekophytie gekommen und in verschiedenen Habitaten auch zu einem Partnerwechsd,
dh. zur Vegesdlschaitung mit anderen Crematogaster- oder Camponotus-Arten.
Moglicherweise haben die Arten der Sekt. Pruinosae bereits angepasste Crematogaster-
Arten ds Amesenpatner Ubernommen und haben 0 sdber den Schritt von unspezifisch
besuchten myrmekophilen Pflanzen zu echten Myrmekophyten relativ spét gemacht. Ob
dabei Crematogaster die sdektierende Art gewesen ist oder urspriinglich ein anderer Partner
be der Aushildung der Myrmekophytie verantwortlich war, |&sst dch jedoch nicht sagen.
Denkbar ist, dass Amesen der Gattung Camponotus die urspringlichen Besedler von
Macaranga-Arten snd und Crematogaster erst be schon ausgeprégter AmeisenPflanzen
Asozigion Camponotus auskonkurriert.  Fir diese These wirde die (reiktartige)
Bechrdnkung von  Camponotus-Arten  auf  besimmte Habitate (Moorwéder be
M. puncticulata und Primé&wédder bei M. lamellata), geographische Regionen (Ogthailand
bei M. griffithiana) und wenige Pflanzenarten sprechen.
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E Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ene detallierte phylogenetische Anayse der
Amasenpflanzen aus der Gattung Macaranga (Euphorbiacese) und ihres verwandt-
sheftlichen  Umfdds mit  Hilfe von AFLP-Fingeaprinting (,amplified fragment length
polymorphisms’) sowie veglechender Andyse von mehreren  nichtkodierenden
Chloroplasten-DNA-Loci vorgenommen.

Anhand diesr Untersuchungen <ollten im Wesentlichen die folgenden Fragen geklért
werden:

1. Wie dgddlen dch die Vewandischaftsverhdtnisse zwischen den  myrmekophytischen
Macar anga- Sektionen Pachystemon, Winklerianae und Pruinosae dar?

2. Wiesdnd die enzenen Arten dieser Sektionen miteinander verwandt?

3. Wie oft ig die Lebensweise "Myrmekophytie’ unabhdngig voneinander entstanden? Gibt
es Hinwelse auf Reversgonen?

4. Wo liegt genedogisch und auch geographisch der Ursprung der Symbiose zwischen den
myrmekophytischen Macaranga- Arten und ihren Partnerameisen?

5. Wdche Bedeutung <spiden koevolutive Entwicklungen fir das Macaranga-
Crematogaster- Symbiosesystem? I Myrmekophytie im Sinne einer Schliissdinnovation
(Givnish, 1997) ds Simulus firr eéne adaptive Radiation zu betrachten?

In Voruntersuchungen wurde wurden zundchst die AFLP-Andyse und die vergleichende
Chloroplasten-Sequenzierung  etebliert, optimiet  und geeignete Primer  bzw. Loc
identifiziert. Dabel konnten im einzelnen folgende Ergebnisse erzidt werden:

1. Aus 64 vorab untersuchten Primer-Kombinationen wurden acht Primerpaare, die
diginkte, polymorphe und gut reproduzierbare Bandenmuster erzeugten, fir die AFLP-
Andyse ausgewahlt. Mit einer Ausnahme handdt es sich hierbei um Primer, die ein C ds
ese sdektive Base bestzen. Von 231 vorab untersuchten DNA-Templaten wurden
letztendlich 108 Proben aus 43 Macaranga-Arten und 5 unbeschriebenen Morphospezies
in die phylogenetische Untersuchung enbezogen. Die reevanten Sektionen konnten
damit fast vollsténdig abgedeckt werden. Auf der Basis von 426 Merkmden (An- bzw.
Abwesenheit von Banden auf definierten Podtionen) wurden Phdnogramme  (Uber
UPGMA und NJAndyse) sowie Kladogramme (,most pardmonious trees’)
rekongtruiert. Zur daistischen Absicherung wurden Bootstrgp-Andysen  durchgefihrt
und im Fdle der Kladogramme dariiber hinaus der ,,consstency“-Index bestimmt. Die
AFLP-Datensétze wurden zusétzlich einer Hauptkomponentenana yse unterzogen.

2. Mit Hilfe der verschiedenen  Untersuchungsmethoden  konnten  weitgehend
Uberendimmende Gruppierungen bzw. evolutive Linien identifiziet werden. Die
Sektionen Pachystemon und Pruinosae bilden eine jeweils gut gestiitzte monophyletische
Gruppe. Beide snd vermutlich Schwedtergruppen und damit glech dt. Fir die
Monophylie der nur aus zwel Arten bestehenden Sektion Winklerianae ergab sich keine
Untersttitzung.

a Die Arten der Sektion Pruinosae snd im AFLP-Baum gut aufgdéd. Die nicht
myrmekophytische M. gigantea Stzt dabei an der Basis und it Schwestergruppe
zu den myrmekophytischen Arten.

b. Innerhdb der Sektion Pachystemon wurden mit Hilfe der AFLP-Andyse vier gut
gedlitzte Gruppen identifiziert. Dabel handdt es sch um (1) die hypoleuca-
Gruppe mit ihren zwe Arten M. hypoleuca und M. beccariana, (2) die kingii-
Gruppe mit den drei hier untersuchten Arten M. umbrosa, M. lamellata und
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M. caladiifolia, (3) die grof3e bancana-Gruppe sowie (4) die puncticulata-Gruppe.
Innerhab der bancana-Gruppe lie3 dch, jedoch mit deutlich geringerer
Unterdiitzung, eine motleyana-Gruppe von ener bancana s. str.-Gruppe
abgrenzen. Fir die puncticulata-Gruppe konnte hier ersdmas auf molekularer
Ebene eine Zugehorigket zur Sekt. Pachystemon nachgewiesen werden. Der von
Davies (2001) vorgenommene Auschluss von M. recurvata aus der Sekt.
Pachystemon konnte bestétigt werden.

3. Die Veawandtschaftsdbeziehnungen einzedner Arten zuenander snd in den AFLP-B&umen
nicht aufge 0.

4. Fur die vergleichende ChloroplastenSequenzierung wurden geeignete Sequenzbereiche
mit Hilfe audfhrlicher Pilotexperimente ausgesucht. Dazu wurden 12  verschiedene
Chloroplasten-Regionen  getestet. Mit 10 Primerpaaren  konnten  distinkte PCR-
Amplifikate  erzeugt werden. Nach  Malgabe dar  Sequenzvaidbilité  in
Testsequenzierungen  wurden  die  Bereiche  atpB-rbcL  und  psbl-trnS  fir  die
phylogenetische Untersuchung ausgewdhlt. Fir die Netzwerkandyse wurde zusdtzlich
der ccmp6-Locus herangezogen.

5. Fur die Chloroplasten-Phylogenie wurden fir jeden Locus mehr ds 100 Sequenzen
andysert. Neben 29 Pachystemon-Arten inkl. vier unbekannter Morphospezies, acht
Pruinosae-Arten inkl. enes moglichen Hybriden und den beiden Arten der Sekt.
Winklerianae wurden 22 wetere Macaranga- und 10 Mallotus-Arten in die
Untersuchung einbezogen.

6. Zwischen den dldogtasatischen Arten bestanden nur geringe Sequenzunterschiede, und
innerhab der Sektionen Pachystemon und Pruinosae waren zahlreiche Sequenzen Uber
Artgrenzen hinweg identisch.  Maximum-Parsmonie-Kladogramme wurden rekongtruiert
aus (&) 65 atpB-rbcL- Sequenzen (inklusve 11 Mallotus-Sequenzen), (b) 66 psbl-trnS-
Sequenzen (inklusve acht Mallotus-Sequenzen) und (€) 62 kombinierten Sequenzen.
Indels wurden mit (0/1) kodiert und as separate Merkmasmatrix an die Sequenzdaten
angehangen.

7. Die Auflosung der Kladogramme war fir die im Fokus der Untersuchung stehenden
Arten nur unbefriedigend. Innerhdb von Macaranga konnten nur wenige abgesicherte
Gruppen identifiziert werden. Deutlich war die Zusammengehdrigkeit der afrikanischen
Arten und ihr Entstehung aus den sidostasatischen Arten. Die von Davies (2001) der
Sektion Pruinosae zugeordnete M. siamensis steht deutlich aul3erhab dieser Sektion. Die
Arten der Sektionen Pruinosae, Pachystemon und Winklerianae bilden keine datistisch
gescherten monophyletischen Gruppen. Aufgrund der geringen Auflésung waren keine
Uber die AFLP-Andyse hinausgehenden Schlussfolgerungen  zur  Phylogenie  der
myrmekophytischen Sektionen moglich.

Wéhrend der Pilotstudien ddlte sch heraus, dass die  Chloroplastensequenzen  nahe
verwandter Arten der Sektion Pachystemon weniger nach den Artgrenzen, sondern viemehr
nach  geographischen  Kriterien  gruppieten.  Es  wurde daher zusdizlich  ene
phylogeographische Analyse der ChloroplastenSequenzen auf der Bads eines Parsmonie-
Netzwerks durchgefiihrt. Neben dem atpB-rbclL-Spacer und einer Tellsequenze des psbl-
trnS-Locus (ccmp2) wurde daftir zusdtzlich der ccmp6-Locus (ein Abschnitt des ycf3-
Introns) sequenziert.

8. Das Gesamtdignment fir diese Andyse hatte eine Lange von 1480 bp, davon entfiden
auf den ccmp6-Locus 119 bp, auf den atpB-rbcL-Locus 929 bp und auf den ccmp2-Locus
432 bp. Die phylogeographische Untersuchung wurde mit 144 Proben aus 41
Macaranga-Arten  durchgefihrt. Darin  enthdten waen 29 Aren  (inkl.  vier
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10.

11.

12.

13.

Morphospezies) mit 112 Proben der Sektion Pachystemon, seben 7 Arten (inkl. eines
potentiellen Hybriden) mit 22 Proben der Sekt. Pruinosae und zwel Arten mit 5 Proben
der Sekt. Winklerianae .

Das voll aufgdoge datigische Paramonie-Netzwerk umfasste 88 Haplotypen. Die
Sektionen Pachystemon und Pruinosae bilden jewels eine monophyletische Gruppe.
Innerhadb von Pachystemon snd nur die hypoleuca- und kingii-Gruppe endeutig
abgegrenzt. Die Arten der puncticulata-Gruppe stehen zwar etwas separiert, stellen aber
keine monophyletische Gruppe dar. Die motleyana-Gruppe ist von der bancana-Gruppe
ebenfals nicht getrennt.

Die grofe bancana -Gruppe unterteilt sch in dre separate Chloroplasten-Linien, die
offenbar geographischen Kriterien unterworfen sind. Die Gruppe | enthdt mit Ausnahme
eéne M. motleyana-Probe dle Arten aus Sabah, die Gruppe Il dle Proben aus Brund,
Saawak und Ogkdimantan und die Gruppe Ill dle Arten aus Westmdaysa und
Sidthailand. Die puncticulata-Gruppe steht zwischen der Gruppe [1 und 11l der bancana-
Gruppe. Das geographische Arrangement der Haplotypen unabhédngig von der
Artzugehtrigkeit konnte durch Introgression (infolge gelegentlicher
Hybridiserungsereignisse) und/oder ,lineege sorting”  bedingt sein.  Unter  letzterem
verdent man die Beibehdtung bzw. noch nicht voll ausgepragte Auftrennung der in den
Vorfahren vorhandenen Chloroplasten- Haplotypen auf die Tochterarten.

Der Ursprung der Sektion Pruinosae, nach der—jedoch mit ener begrenzten
Probenanzahl  durchgefiihrten - phylogeographischen  Untersuchung  konnte  auf  der
Habinsd Wesmdaysa liegen, von wo dch die Arten auf zwe Pfaden nach Borneo
ausgebreitet haben. Im Gegensatiz dazu scheint der Ausgangspunkt der Ausbreitung der
Pachystemon-Arten Borneo zu san. Von dort scheint es melrere  unabhangige
Besedlungsereignisse nach Westmaaysa gegeben zu haben, enmd in der hypoleuca-
Gruppe, enmd in de bancana-Gruppe, und enma in der puncticulata-Gruppe.
Innerhalb der letzteren Gruppe kam es wahrschenlich zu ener Rekolonisation von
Sarawak und Brune auf Borneo.

Mit Hilfe der im Rahmen diesr Arbeit gewonnenen Ergebnisse kann man davon
ausgehen, dass eine enge AmesenPflanzenSymbiose innerhadb der Gattung Macaranga
mindestens drei-, moglicherweise vierma unabhdngig voneinander entstanden ist (jewells
enmad in den Sektionen Pruinosae und Winklerianae, mindestens einmd in der Sektion
Pachystemon). Eine Reverson hat mindesens enmd, moglicheweise haufiger in der
bancana-Gruppe dattgefunden. Ob sch die Symbiose dabel in Westmdlaysa oder in
Borneo entwickdt hat, kann man nicht scher sagen; be einer unabhangigen Entwicklung
waére eine Entstehung aus praadaptierten Arten an beiden Orten denkbar.

Ob und inwiewet die groRe Artenzehl in der bancana-Gruppe as ene Folge der
Myrmekophytie anzusehen ig, blebt zundchst offen. Die Myrmekophytie konnte in
dieser Gruppe ds SchlissHinnovation gesshen werden, mit deren  Hilfe neue
Sedlungsdume erobert werden konnten und dabel neue Arten entstanden. In ungiingtigen
Habitaten konnte die Myrmekophytie wieder verloren gehen, zB. aufgrund der
Anpassung an die Hohenlage (M. depressa, M. rostrata und M. triloba). Innerhab der
Sektion Pruinosae scheint die Myrmekophytie keine Schltissdinnovation darzugellen, da
gch de enzdnen Arten in ihren 0©kologischen Préferenzen deutlich vonenander
abtrennen.

Wesentliche Tele der vorliegenden Arbet liegen bereits in publizieter Form vor (AFLP-
Anayse: Banfer et d. 2004; Chloroplasten-Analyse: Voge et a. 2003; Banfer et a. 2006).
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Tabdle11: NCBI-Datenbanknummern der einzelnen Sequenzen.

GenBank Nr.
Art ID HT Herkunft atpB-rbcL ccmp2 ccmp6
M. aetheadenia 8  29a KuaaBdaong (19) DQ358320 DQ358466 DQ358591
255  29a KudaBeaong (19) DQ358321 DQ358465 DQ358590
257 32b Kubah National Park (12) DQ358340 DQ358460 DQ358585
262 32a Penrissen Area (14) DQ358341 DQ358461 DQ358586
M. angulata 285 24a Crocker Range (21) DQ358371 DQ358498 AY 159420
492 24a Crocker Range (21) DQ358373 DQ358495 DQ358624
497 24a Crocker Range (21) DQ358374 AY245598 DQ358629
179 24a Kinabalu NP, Poring Hot Springs (22) DQ358370 DQ358497 DQ358626
308 24a Kinabalu NP, Poring Hot Springs (22) DQ358376 DQ358499 DQ358627
311 24a Kinabalu NP, Poring Hot Springs (22) DQ358372 DQ358500 DQ358628
513 24a Kinabalu NP, Poring Hot Springs (22) DQ358375 DQ358501 DQ358630
M. ashtonii 328 24a Crocker Range (21) DQ358377 DQ358502 DQ358631
M. bancana 27 29C Labi Road (17) DQ358337 AY159394 AY159423
283 24a Crocker Range (21) DQ358378 AY245599 AY159421
276 33b Lambir Hills (16) DQ358343 AY245587 AY159422
339 29 Mulu(18) DQ358322 DQ358467 DQ358592
357 29 Mulu (18) DQ358323 DQ358468 DQ358593
359 29a Mulu (18) DQ358324 DQ358469 DQ358594
437 34d Road Sempah Genting to Betong (5) DQ358317 DQ358458 DQ358583
455 34g Ulu Gombak (8) DQ358312 AY159395 AY 159424
63 34g Ulu Gombak (8) DQ358311 DQ358455 DQ358580
M. calcicola 266 27b Bau (13) DQ358347 DQ358484 DQ358609
M. depressa f. strigosa 778 29a Bukit Bangkirai (36) DQ358327 DQ358462 DQ358587
268 29c Bau (13) DQ358338 AY245586 AY 159427
141 33c Road from Samarindato Balikapapan (32)
DQ358344 AY245588 DQ358607
M. depressa f. glabra 177 25 Kinabalu NP, Poring Hot Springs (22) DQ358380 AY245593 AY 159426
291 2la Sepilok (26) DQ358363 AY245596 DQ358615
297 24c Telupid (24) DQ358365 DQ358494 DQ358623
M. glandibracteolata 130 24b Bukit Taviu (23) DQ358360 DQ358503 DQ358632
499 21b Kinabalu NP, Poring Hot Springs (22) DQ358356 AY245597 AY 159428
2039 2la Luasong (29) DQ358387 DQ358511 DQ358640
302 21b Kinabalu NP, Poring Hot Springs (22) DQ358357 DQ358491 DQ358618
471 21f Tawau Hills(28) DQ358354 DQ358489 DQ358616
477 21f Tawau Hills (28) DQ358355 DQ358490 DQ358617
964 26C Berau (30) DQ358351 DQ358486 DQ358612
M. griffithiana 372 34i Linggi (11) DQ358309 DQ358453 DQ358578
74 34i Rawang (7) DQ358307 AY245590 AY159429
438 34h Rawang (7) DQ358313 DQ358451 DQ358576
1988 35 Pattani (2) DQ358314 DQ358454 DQ358579
1987 36 Chantaburi (1) DQ358306 DQ358449 DQ358574
M. havilandii 278 29b Lambir Hills (16) DQ358334 DQ358470 DQ358595
M. hullettii 481 24a Crocker Range (21) DQ358369 DQ358507 DQ358636
381 34i Tampin (10) DQ358308 DQ358452 DQ358577
66 37a Genting Highlands (5) DQ358315 DQ358456 DQ358581
248 29a Labi Road (17) DQ358329 DQ358471 DQ358596
377 30 Mulu(18) DQ358319 DQ358478 DQ358604
152 29a Lemponah (31) DQ358328 DQ358480 DQ358605



981 29 Samhoja(34) DQ358330 DQ358472 DQ358597
M. indistincta 2043 22 Luasong (29) DQ358362 DQ358512 DQ358641
288 2la Bukit Taviu (23) DQ358367 AY245594 DQ358620
506 25 Kinabalu NP, Poring Hot Springs (22) DQ358379 AY245592 AY159432
280 21c Tawau Hills (28) DQ358361 DQ358492 DQ358619
284 25 Kinabalu NP, Poring Hot Springs (22) DQ358381 DQ358508 DQ358637
468 21a Tawau Hills (28) DQ358368 DQ358493 DQ358621
114 23b Deramakot Forest Reserve (27) DQ358358 DQ358487 DQ358613
180 23a Deramakot Forest Reserve (27) DQ358359 AY159392 AY159431
M. motleyana 127 2la Deramakot Forest Reserve (27) DQ358364 AY245595 DQ358622
2093 21a Luasong (29) DQ358385 DQ358510 DQ358639
293 26d Sepilok (26) DQ358352 DQ358483 AY159434
1892 2le Tawau Hills (28) DQ358386 DQ358509 DQ358638
265 28 Kubah National Park (12) DQ358345 DQ358464 DQ358589
142 26a Bukit Soeharto (33) DQ358349 AY245589 AY159433
168 26a Bukit Bangkirai (36) DQ358350 DQ358482 DQ358608
1367 26b PT-ITCI Concession (37) DQ358348 DQ358513 DQ358610
M. petanostyla 307 24a Kinabalu NP, Poring Hot Springs (22) DQ358382 DQ358496 DQ358625
M. rostrata 395 24a Kinabalu NP, Head Quarter (22) DQ358366 DQ358506 DQ358635
M. spec. A 298 24a Jaan Microwave, Telupid (25) DQ358383 DQ358505 DQ358634
97 24a Tawai Forest Reserve, Telupid (24) DQ358384 DQ358504 DQ358633
M. spec. B 183 21d Kinabalu NP, Poring Hot Springs (22) DQ358353 DQ358488 DQ358614
M. spec. C 14 29 KuaaBdaong (19) DQ358331 AY159393 AY159430
254 29a KualaBedaong (19) DQ358332 DQ358463 DQ358588
M. spec. D 261 29c Penrissen Area (14) DQ358335 DQ358473 DQ358598
M. trachyphylla 253 292 Andulau Reserve (17) DQ358333 DQ358474 DQ358600
M. triloba 303 37c Semarang (39 DQ358305 DQ358448 DQ358573
445 37b Cameron Highlands, Tanah Rata (3) DQ358318 DQ358459 DQ358584
431 34b Fraser'sHill (4) DQ358316 DQ358457 DQ358582
522 349 Genting Highlands (5) DQ358310 DQ358450 DQ358575
193 27a Barak, Barisan mountains (38) DQ358346 DQ358485 DQ358611
M. velutina 167 31 Bukit Bangkirai (36) DQ358339 DQ358475 DQ358601
571 29a Sungai Wain Protected Forest (35) DQ358325 DQ358476 DQ358602
646 29a Samboja(34) DQ358326 DQ358477 DQ358603
270 29c Bau (13) DQ358336 DQ358479 DQ358599
259 33a Penrissen Area (14) DQ358342 DQ358481 DQ358606
M. beccariana 15 17c KualaBeaong (19) DQ358281 DQ358424 DQ358549
242 17c Labi Road (17) DQ358283 DQ358426 DQ358551
696 17d Berau (30) DQ358282 DQ358425 DQ358550
M. hypoleuca 2040 21a Luasong (29) DQ358285 DQ358428 DQ358553
290 18 Bukit Taviu (23) DQ358279 DQ358422 DQ358547
470 17a Tawau Hills (28) DQ358277 DQ358420 DQ358545
382 17b Lambir Hills (16) DQ358280 DQ358423 DQ358548
147 19 Lemponah (31) DQ358276 DQ358419 DQ358544
148 19 Lemponah (31) DQ358278 DQ358421 DQ358546
80 20 UluGombak (8) DQ358284 DQ358427 DQ358552
M. caladiifolia 108 42a Labi Road (17) DQ358286 DQ358429 DQ358554
M. lamellata 126 42b Andulau Reserve (17) DQ358287 DQ358430 DQ358555
459 44a Tawau Hills (28) DQ358295 DQ358438 DQ358563
473 44c Tawau Hills (28) DQ358293 DQ358436 DQ358561
207 42c Lambir Hills(16) DQ358288 DQ358431 DQ358556
1163 44b Berau (30) DQ358294 DQ358437 DQ358562
M. umbrosa 19 43 KuaaBeaong (19) DQ358289 DQ358432 DQ358557



385 41 Lambir Hills(16) DQ358290 DQ358433 DQ358558
386 40 Mulu (18) DQ358291 DQ358434 DQ358559
387 40 Mulu(18) DQ358292 DQ358435 DQ358560
M. curtisii 433 34a Fraser'sHill (4) DQ358302 DQ358445 DQ358570
451 343 Fraser's Hill (4) DQ358303 DQ358446 DQ358571
M. curtisii var. glabra 440 34a Cameron Highlands, Tanah Rata (3) DQ358301 DQ358444 DQ358569
449 34a Cameron Highlands, Tanah Rata (3) DQ358300 DQ358443 DQ358568
M. puncticulata 251 34f Labi Road (17) DQ358299 DQ358442 DQ358566
59 38 Sibu(15) DQ358304 DQ358447 DQ358572
32  34c Sekinchan (9) DQ358297 DQ358440 DQ358565
351 39 West Coast (9) DQ358298 DQ358441 DQ358567
M. sarcocarpa 247 34e Labi Road (17) DQ358296 DQ358439 DQ358564
M. gigantea 1880 3e Tawau Hills(28) DQ358265 DQ358410 DQ358524
162 3a Bukit Bangkirai (36) DQ358262 DQ358399 DQ358535
828 2 Bukit Bangkirai (36) DQ358273 DQ358416 DQ358543
450 3a Cameron Highlands, Tanah Rata (3) DQ358254 DQ358400 DQ358528
40 3a FrasersHill (4) DQ358255 DQ358398 DQ358529
9035 1 Rawang (7) DQ358275 DQ358418 DQ358542
M. gigantea X pruinosa 256 5 Roadto Kubah Park, Red Bride (12) DQ358272 DQ358415 DQ358539
M. hosei 252  3d Labi Road (17) DQ358256 DQ358403 DQ358530
435 3a JandaBaik (6) DQ358257 DQ358401 DQ358533
454  3a UluGombak (8) DQ358268 DQ358402 DQ358538
M. pearsonii 509 8b Kinabalu NP, Poring Hot Springs (22) DQ358270 AY245591 AY 159436
2091 3f Luasong (29) DQ358267 DQ358412 DQ358537
465 6 Tawau Hills(28) DQ358266 DQ358411 DQ358536
166 3a Bukit Bangkirai (36) DQ358258 DQ358404 DQ358532
347 3c Bukit Soeharto (33) DQ358260 DQ358405 AY 159435
M. pruinosa 92 7 Shu(1s) DQ358263 DQ358408 DQ358525
1504 5 Samboja(34) DQ358271 DQ358414 DQ358540
144 4 Bukit Soeharto (33) DQ358259 DQ358406 DQ358534
536 1 Sekinchan(9) DQ358274 DQ358417 DQ358541
M. puberula 485 8c Crocker Range (21) DQ358269 DQ358413 DQ358527
286 8a Tambunan (21) DQ358261 DQ358407 DQ358526
M. rufescens 249 3b Labi Road (17) DQ358264 DQ358409 DQ358531
M. winkleri 12 11 KuaaBeaong (19) DQ358245 DQ358390 DQ358516
1986 10 Tawau Hills (28) DQ358247 DQ358392 DQ358518
118 9c Deramakot Forest Reserve (27) DQ358246 DQ358391 DQ358517
1593 9b Samboja(34) DQ358248 DQ358393 DQ358519
M. winkleridla 396 12 Mulu(18) DQ358249 DQ358394 DQ358520
M. conifera 461 14 Tawau Hills (28) DQ358252 DQ358396 DQ358522
211 15 Ulu Gombak (8) DQ358251 DQ358395 DQ358523
M. diepenhorstii 205 9a UluGombak (8) DQ358253 DQ358397 DQ358521
M. recurvata 136 16 Tawai Forest Reserve, Telupid (24) DQ358244 DQ358388 DQ358515
M. heynei 446 13 Cameron Highlands, Tanah Rata (3) DQ358250 DQ358389 DQ358514
| D=Identifikationsnummer, HT=Haplotyp
Tabdle 12: Ubersicht  iber der  Haplotypen und Kodierung der  Merkmale
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