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ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Die Linaceae-Linoideae, vor allem die Gattung Linum, wurden unter Verwendung
von zwei molekularen Markern (rbcL und ITS) bzgl. ihrer Phylogenie und
Biogeographie untersucht. Die Linaceae entstanden wahrend der mittleren Kreide
in den frihen tropischen Regenwaldern, von wo aus sich die monophyletischen
Linoideae vor etwa 51-46 Mill. Jahren Uber die temperaten Gebiete der
Nordhemisphare ausbreiteten. Wahrend die drei basal abspaltenden Gattungen
Anisadenia, Reinwardtia und Tirpitzia bzgl. ihrer Verbreitung auf Sudostasien
beschrankt sind, ist die Gattung Linum heute auf allen Kontinenten vertreten. Der
Ursprung von Linum liegt wahrscheinlich in Stidwestasien bzw. dem &stlichen
Mediterraneum, wo es im Oligozan zur Aufspaltung in zwei Entwicklungslinien
kam ('‘Blaue Gruppe' und 'Gelbe Gruppe'). Wahrend die uberwiegend
blaublUhenden Linum-Arten (‘Blaue Gruppe') vor allem in Europa und
Sudwestasien vorkommen, weisen die Vertreter der 'Gelben Gruppe' ein
wesentlich groReres Verbreitungsgebiet auf. Gelbblihende Linum Arten findet
man auf allen Kontinenten mit Diversitatszentren in Nordostamerika und
Sludwestasien. Interessanterweise wurde Amerika zweimal unabhangig
voneinander besiedelt. Wahrend die gelbblihenden Arten vor etwa 22-20 Mill.
Jahren von Westeuropa Uber den Atlantik den amerikanischen Kontinent
erreichten, wanderten Vertreter der 'Blauen Gruppe' im Pliozan (vor 3.78-3.33 Mill
Jahren) Uber die Bering-Landbriicke in die Neue Welt ein. Auch in Sudafrika sind
einige gelbblihende Linum-Arten zu verzeichnen, die nicht Gber Nordafrika (wo
einige Arten der 'Gelben Gruppe' beheimatet sind) die sudliche Spitze des

Kontinents erreichten, sondern von Amerika aus.




ZUSAMMENFASSUNG

Die molekularphylogenetischen Ergebnisse legen eine Eingliederung der
Gattungen Cliococca, Hesperolinon, Radiola und Sclerolinon in Linum nahe, die
durch morphologische Merkmale gestitzt wird. Linopsis, die artenreichste Sektion
der Gattung Linum, bedarf einiger Umstrukturierungen auf der Basis der

molekularen und morphologischen Daten.

Ein interessantes Phanomen innerhalb der Linaceae ist das Vorkommen von
heterostylen und homostylen Arten innerhalb der Familie. Die Kombination der
molekular-phylogenetischen Ergebnisse mit morphologischen Beobachtungen des
Reproduktionssystems lassen darauf schlieRen, dass sich Homostylie innerhalb
von Linum mehrfach unabhangig voneinander entwickelt hat. Das Modell von
Primula wurde als Grundlage verwendet, um Aufschluss Uber die Entstehung der
Homostylie innerhalb von Linum zu erlangen. Aus Primula ist bekannt, dass eine
Kopplungsgruppe aus mindestens drei Genen an der Vererbung von Heterostylie
beteiligt ist: G/g kodiert hierbei die Griffellange und die Selbstinkompatibilitats-
reaktion der Narbe, A/a die Lange der Filamente und P/p die Selbst-
inkompatibilitatsreaktion des Pollens. Umfangreiche Kreuzungs-experimente einer
homostylen und einer heterostylen Linum-Art deuten darauf hin, dass die
Genotypen der beiden Blutenformen in heterostylen Linum-Arten denen in Primula
entsprechen. Langgriffel sind hiernach homozygot rezessiv (gpa/gpa), wahrend
die Kurzgriffel heterozygot sind (GPA/gpa). Selbstkompatible, homostyle Arten
konnen theoretisch durch verschiedene Rekombinations-ereignisse entstehen.
Erste Ergebnisse der rasterelektronen-mikroskopischen Betrachtung der
Pollenkornoberflachen und Narbenpapillen deuten darauf hin, dass innerhalb von
Linum Homostylie durch unterschiedliche Rekombinations-ereignisse mehrfach
aus heterostylen Arten entstanden ist. So besitzt die homostyle Linum leonii den
Genotyp gPA/gPA, wahrend fur die homostylen L. tenuifolium und L. nodiflorum

der Genotyp Gpa/Gpa wahrscheinlich ist.
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2 Einleitung

Die Gattung Linum L. spielt in unserem taglichen Leben eine wichtige Rolle.
Zahlreiche Erzeugnisse aus verschiedenen Lein-Arten werden in unterschied-
lichen Bereichen von den meisten Menschen regelmalig verwendet.
Bekanntestes Produkt dieser Gruppe ist der Flachs (Linum usitatissimum L.),
wahrscheinlich eine der ersten Pflanzen, die flr die Gewinnung von Fasern in der
Alten Welt kultiviert wurde (ZOHARY & HOPF 2000). Es wird angenommen, dass
Lein seit dem Mesolithikum verwendet wird (PENGILLY 2003). Dies stimmt mit
Funden aus Ausgrabungsstatten im Nahen Osten tberein, in denen Uberreste von
Leinsamen gefunden wurden, deren Alter auf 9200-8500 v. Chr. datiert wurde
(HILLMAN 1975). In den letzten 100 Jahren nahm die Produktion von Flachsfasern
jedoch durch die zunehmende Bedeutung von Baumwolle und der Entwicklung
neuer synthetischer Fasern stetig ab (ZOHARY & HOPF 2000), so dass heute die
Samen von L. usitatissimum das weitaus wichtigere Erzeugnis darstellen. Diese
spielen in der Ernahrung, in der Medizin und fir die Produktion von Leindl eine
wichtige Rolle. Letzteres findet in zahlreichen Bereichen, u. a. als Bindemittel in
Farben, zur Impragnierung von Holz oder auch als Speisedl, seinen Einsatz. Aber
auch andere Lein-Arten haben Einzug in unsere Kultur erhalten, so werden z. B.
zahlreiche Linum-Arten aufgrund ihrer lebhaften Farben und der attraktiven Bliten
als Zierpflanzen angebaut. Hierzu zahlen z. B. die rotbluhende L. grandiflorum
DEesF., die blaublihende L. perenne L. oder die gelbblihende L. flavum L. In
jungerer Zeit wurden Lignane und a-Linolensauren aus verschiedenen Linum-
Arten untersucht, um ihren Nutzen in der Therapie kardiovaskularer Erkrankungen
sowie Krebs, vor allem Brustkrebs, zu erforschen (RICKARD-BON & THOMPSON
2003).
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Betrachtet man die kulturhistorische und medizinische Bedeutung der Gattung
Linum, so ist es verwunderlich, dass dieser phylogenetisch bislang wenig
Aufmerksamkeit beigemessen wurde. Nur wenige Untersuchungen wurden in den
letzten Jahren durchgefuhrt, die sich zudem stets auf eine duf3erst geringe Anzahl
an Arten beschrankten (COATES & CuLLIS 1987, Fu et al. 2002, ARMBRUSTER et al.
2006).

Aus blutenbiologischer Sicht, ist vor allem das Vorkommen von Heterostylie in den
Linaceae von besonderem Interesse. Heterostylie ist in den Linaceae ein wohl
bekanntes Phanomen, welches in verschiedenen Familien der Malpighiales
beobachtet werden kann. In den Linaceae ist dieser Blutendimorphismus aus
Hugonia L. (LLoyD et al. 1990), Indorouchera HALLIER F. (VAN HOOREN &
NooTeEBOOM 1988), Reinwardtia DUMORT. (BAHADUR et al. 1996, SUGAWARA et al.
2002), Tirpitzia HALLIER F (SUKSATHAN & LARSEN 2006) und verschiedenen Linum-
Arten (DARWIN 1864) bekannt. Interessanterweise ist Heterostylie in Linum auf die
Alte Welt beschrankt, alle neuweltlichen Arten gelten als homostyl (ROGERS 1982).
Obwohl CLusius im 16. Jahrhundert in der Gattung Primula L. Heterostylie
beobachtet und dokumentiert haben soll (ORNDUFF 1992), sind es vor allem
HILDEBRAND (1864) und DARWIN (1864, 1877) die in der zweiten Halfte des 19.
Jahrhunderts von dem Phanomen der Heterostylie begeistert waren und
verschiedene Bestaubungsversuche, vor allem in den Gattungen Primula und
Linum durchfihrten. Aus seinen Kreuzungsexperimenten mit Primula schloss
DARWIN (1864), dass dieser Polymorphismus in den Bliten eine physiologisch-
morphologische Adaptation darstellt, um Bestaubung zwischen Individuen zu
fordern. Ferner faszinierte ihn die Entdeckung, dass es augenscheinlich gesunde
Pflanzen gab, die bei Selbstbestaubung keinen Samensatz zeigten. Selbst-
inkompatibilitat war zu dieser Zeit noch nicht bekannt.

Die vorliegende Arbeit widmete sich vor allem zwei Aspekten der Linaceae. Der
erste Teil beschaftigt sich mit der Biogeographie und Phylogenie der Linoideae,
wahrend im zweiten Teil der Schwerpunkt auf der Evolution von Heterostylie und

Homostylie liegt.
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PHYLOGENIE UND BIOGEOGRAPHIE EINLEITUNG

3.1 Einleitung

Linum ist die bei weitem grote Gattung in den Linaceae, welche in zwei
Unterfamilien, Linoideae ARN. und Hugonioideae S. DRESSLER & C. BAYER
unterteilt wird (VAN HOOREN & NOOTEBOOM 1984, DRESSLER et al. in Druck). In
letzterer werden zurzeit funf Gattungen (Hebepetalum BENTH., Hugonia,
Indorouchera, Philbornea HALLIER F. und Roucheria PLANCH.) mit etwa 53
pantropisch verbreiteten Arten unterschieden (DRESSLER et al. in Druck). Die
Linoideae haben hingegen ein weltweites Verbreitungsgebiet mit Schwerpunkt in
den temperaten und subtropischen Gebieten der Nordhemisphare (Abb. 1).
Diversitatszentren finden sich in Nordamerika und Sudwestasien. Die Linoideae
bestehen aus etwa 200 Arten in acht Gattungen: Anisadenia WALL.,
Cliococca BaB., Hesperolinon (A. GRAY) SMALL, Linum, Radiola HILL, Reinwardtia,
Sclerolinon C. M. ROGERS und Tirpitzia (Tab. 1).

Die Arten der Linoideae sind meist annuelle oder perennierende Krauter, selten
Straucher und erreichen eine Wuchshdhe von weniger als 10 cm (Radiola linoides
ROTH) bis zu 5 m (Tirpitzia). Die Blatter sind gestielt oder sitzend und in der Regel
wechselstandig. Gelegentlich ist die Blattstellung aber auch basal gegenstandig
(viele neuweltliche Arten) oder selten durchgehend dekussiert (Linum catharticum
L., Radiola linoides). Stipeln kdnnen lediglich in Anisadenia, Reinwardtia und
Tirpitzia beobachtet werden. Arten der Gattung Linum besitzen stattdessen
sogenannte Stipulardrisen. Die Bliten sind zwittrig, radiarsymmetrisch und
funfzahlig mit Ausnahme der tetrameren Radiola linoides und L. keniense
T.C.E. FR. Die Petalen sind oft genagelt und hinfallig. Die Stamina und
Staminodien (+/- reduziert) sind basal zu einem Tubus verwachsen, an dessen
AuRenseite funf bis eins Nektarien beobachtet werden koénnen. Im Vergleich

hierzu besitzen die Hugonioideae zehn, oder selten 15, Staubblatter. Das
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PHYLOGENIE UND BIOGEOGRAPHIE EINLEITUNG

oberstandige Gynoeceum setzt sich aus finf bis zwei Karpellen zusammen und
die Griffel sind frei bzw. mehr oder weniger miteinander verwachsen. Die Anzahl
der Griffel entspricht der Zahl der Narben. In den Linoideae finden sich in der

Regel Kapseln, wahrend die Hugonioideae Steinfriichte besitzen.
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Abb. 1: Verbreitung der Unterfamilie der Linoideae.

Von den zurzeit in den Linoideae akzeptierten Gattungen (Anisadenia, Cliococca,
Hesperolinon, Linum, Radiola, Reinwardtia, Sclerolinon und Tirpitzia; DRESSLER et
al. in Druck), waren von PLANCHON (1847, 1848), der die erste detaillierte
Klassifikation der Familie prasentierte, bereits Anisadenia, Linum, Radiola und
Reinwardtia als Gattungen anerkannt (Tab. 2). Hesperolinon wurde spater von
SMALL (1907) hinzugefugt, Tirpitzia von HALLIER (1921), Sclerolinon von ROGERS
(1966) und Cliococca von ROGERS & MILDNER (1971).

Die mit Abstand gréflite Gattung in den Linoideae ist Linum, mit etwa 180, gefolgt
von Hesperolinon mit zwolIf Arten. Die Ubrigen Gattungen beinhalten lediglich ein
bis drei Arten (Tab. 1). Zahlreiche Publikationen bezliglich der Klassifikation von
Linum wurden in der Vergangenheit veroffentlicht, so unterschied z. B. GRISEBACH
(1843) in der ersten Einteilung der Gattung drei Sektionen: Eulinum, Syllinum und

die monotypische Sektion Cathartolinum. PLANCHON (1847, 1848) stlitzte seine
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PHYLOGENIE UND BIOGEOGRAPHIE EINLEITUNG

intragenerische Gliederung vor allem auf der Berlcksichtigung einiger
charakteristischer Merkmale, wie das Fehlen bzw. Vorhandensein von
Stipulardrisen, Farbe der Petalen und die Form der Stigmata. Er unterteilte die
Gattung in vier Sektionen, Eulinum, Cliococca, Linastrum und Syllinum. Linum
catharticum ordnete er in die Sektion Linastrum ein. REICHE (1897) Ubernahm im
Wesentlichen die Klassifikation von PLANCHON (1847), fuhrte aber zusatzlich die
neue Sektion Hesperolinon ein, die spater von SMALL (1907) auf den Rang einer
Gattung angehoben wurde. WINKLER (1931) gruppierte zahlreiche Arten in die
bereits existierenden Sektionen und fuhrte die Sektion Cathartolinum erneut ein, in
der er neben L. catharticum zahlreiche nordamerikanische Arten integrierte. Die
historische Entwicklung der Klassifikation von Linum wurde von NESTLER (1933)
umrissen und diskutiert. Heute werden in Linum fanf Sektionen (Cathartolinum,
Dasylinum, Linopsis, Linum und Syllinum) unterschieden, die im Wesentlichen auf
der Arbeit von PLANCHON (1847, 1848) beruhen (Tab. 2).

Tab. 1: Klassifikation der Linoideae. Angabe der geographischen Verbreitung und der Anzahl der
Arten in den aktuell anerkannten Gattungen.

Aktuell anerkannte Gattungen = Geographische Verbreitung Zahl der Arten
Anisadenia WALL. Zentralasien 2
Cliococca BAB. Sudamerika 1
Hesperolinon (A. GRAY) SMALL Kalifornien 12

Linum L. weltweit ca. 180
Radliola HILL Europa, Asien, Afrika 1
Reinwardtia DUMORT. China, Siudostasien 1
Sclerolinon C. M. ROGERS zentrales bis westl. Nordamerika 1

Tirpitzia HALLIER F. Indien, China 3

Vor der Einflhrung molekularphylogenetischer Untersuchungen wurden die nachst
verwandten Taxa in den Familien der Ctenolophonaceae (H. WINKLER) EXELL &
MENDONCA, Erythroxylaceae KUNTH, Humiriaceae A. Juss., Irvingiaceae EXELL &
MENDONCA oder den Ixonanthaceae MIQUEL vermutet (NARAYANA & RAO 1978, VAN
WELZEN & BAAS 1984). Zurzeit werden die Linaceae zu den Malpighiales gezahlt,
die nach STEVENS (2006) aus 39 Familien und der Gattung Bhesa BUCH. (eh.

Celastraceae R. BROWN) bestehen.

-15 -



Tab. 2: Vergleich ausgewanhlter intragenerischer Klassifikationen von Linum mit Angabe des Verbreitungsgebietes, der Artenzahl und der zurzeit
anerkannten Gattungen bzw. Sektionen (Sekt.).

PLANCHON WINKLER Zahl
Geographische Verbreitung
1847/1848 1931 Einteilung der Arten
Sekt. Syllinum Sekt. Syllinum
Limoniopsis Sekt. Syllinum Sekt. Syllinum SW-Asien, Europa ca. 30
Dasylinum Sekt. Eulinum Sekt. Dasylinum Mediterraneum, SW Asien ca. 15
Sekt. Eulinum Sekt. Eulinum Sekt. Eulinum Sekt. Linum Nordamerika, ca. 50
Protolinum N-Afrika, Eurasien, Australien
Adenolinum. Neuseeland
Sekt. Cliococca  Sekt. Cliococca  Sekt. Cliococca Sldamerika 1
Sekt. Linastrum  Sekt. Linastrum Sekt. Linopsis Mitteleuropa, O & S-Afrika, ca. 90
Linopsis Sekt. Cathartolinum & Linastrum Nordamerika
Dichrolinum Sekt. Eulinum
Halolinum Sekt. Linastrum
Cathartolinum Sekt. Cathartolinum Sekt. Cathartolinum 1
Hesperolinon Hesperolinon Kalifornien 12
- Hesperolinon
--- Sekt. Cathartolinum Sclerolinon Zentral- bis NW-Amerika 1




PHYLOGENIE UND BIOGEOGRAPHIE EINLEITUNG

Trotz der Analyse verschiedener molekularer Marker ist bis heute wenig Uber die
phylogenetischen Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb der Malpighiales bekannt
(u. a. APG 1998, SAVOLAINEN et al. 2000, APG Il 2003), und ein gut gestutztes
Schwesterverhaltnis der Linaceae zu einer der anderen Familien konnte bis heute
nicht gefunden werden. Die Linaceae wurden in verschiedenen
molekularphylogenetischen Arbeiten mal als Schwesterfamilie der Irvingiaceae
(DAvis et al. 2005), Picrodendraceae SMALL, (CHASE et al. 2002), Violaceae
BATSCH, Passifloraceae KUNTH und Turneraceae KUNTH ex DC. (SAVOLAINEN et al.
2000) oder den Balanopaceae BENTH., Trigoniaceae ENDL., Dichapetalaceae
BAILLON, Euphroniaceae MARC.-BERT. und Chrysobalanaceae R. BR. (DAvis &
CHASE 2004) angesehen.

Betrachtet man die Linaceae hinsichtlich ihrer derzeitigen Klassifizierung, ihres
Verbreitungsgebietes und ihrer morphologischen Merkmale, ergeben sich in Linum

bzw. den Linoideae eine Reihe von interessanten Fragen.

1) Cliococca | Hesperolinon | Sclerolinon

Einige Arten der Gattung Linum wurden auf Grundlage morphologischer Merkmale
in die neu eingeflhrten Gattungen Cliococca, Hesperolinon und Sclerolinon
umgruppiert. Auf der Basis molekularphylogenetischer Rekonstruktionen bzw.
einer erneuten kritischen Betrachtung der vor allem blatenmorphologischen

Merkmale soll die Richtigkeit dieser Klassifikation Uberpruft werden.

II) Biogeographie

Die kosmopolitische Verbreitung der Gattung Linum und der Unterfamilie
Linoideae wirft interessante biogeographische Fragen auf. Da die Hugonioideae
pantropisch verbreitet sind, stellt sich die Frage, ob die in Sidamerika verbreitete
Gattung Cliococca aus einem direkten Vorfahren der Hugonioideae aus den
Tropen / Subtropen entstand oder eher ausgehend von temperaten Regionen der
Neuen Welt nach Siidamerika eingewandert ist.

Die Sektionen Linum und Linopsis zeigen beide eine kosmopolitische Verbreitung.
Kam es innerhalb der Gattung Linum nur einmal zur Besiedlung der Neuen Welt
oder wurde sie wenigstens zweimal unabhangig voneinander Kkolonisiert?
Interessanterweise ist von den knapp 50 Arten in Nordamerika nur etwa ein Viertel
im Osten Nordamerikas verbreitet, wahrend die restlichen Taxa vor allem im

Westen der Vereinigten Staaten wachsen. Berucksichtigt man die Tatsache,
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dass die altweltlichen Arten vor allem im westlichen Eurasien vorkommen, ergibt
sich die Mdoglichkeit, die West-Eurasien / Nordamerika Disjunktion genauer zu
untersuchen. Solche Verbreitungsmuster waren in der Vergangenheit eher selten
Schwerpunkt von Forschungen (HOHMANN et al. 2006) und versprechen neue

Einblicke, um die rezente Biogeographie besser zu verstehen.

[Il) Rekonstruktion anzestraler Merkmale

In der Vergangenheit wurden verschiedene morphologische Merkmale, u. a. Form
der Narben, Vorhandensein von Stipulardrisen oder auch Pollenmorphologie flr
die Klassifikation der Linoideae herangezogen. Neue Computerprogramme
gestatten eine Rekonstruktion ursprunglicher Merkmalszustande, die es
ermoglichen, die Evolution dieser Merkmale zu verstehen und auf ihre Eignung

bezlglich der Gliederung der Unterfamilie zu prufen.

Um die Phylogenie, Biogeographie und die Evolution morphologischer Merkmale
in den Linoideae und Linum zu erforschen, wurden DNA-Sequenzen eines
Chloroplastenmarkers (rbcL) und eines nuklearen Markers (ITS Region) aller
Gattungen der Unterfamilie und von 62 Arten der Gattung Linum, welche Vertreter
aller Sektionen beinhalteten, untersucht. Eine rbcL-Phylogenie der Linaceae
wurde zusatzlich verwendet, um mit Hilfe einer molekularen Uhr das Alter
einzelner Monophyla und die historische Biogeographie der Familie zu

rekonstruieren.
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 Pflanzenmaterial

3.2.1.1 Molekulare Untersuchung

In der vorliegenden Arbeit wurden die intergenerischen Verwandtschafts-
verhaltnisse innerhalb der Unterfamilie der Linoideae bzw. die intragenerischen
Beziehungen der Gattung Linum untersucht. Fur die molekulare Untersuchung der
Leingewachse wurden Blatter von aus Samen gezogenen Pflanzen, von
Wildmaterial oder von Herbarmaterial verwendet. Die Linaceae gehodren zur
Ordnung der Malpighiales, zu denen nach STEVENS (2006) 39 Familien sowie die
Gattung Bhesa (eh. Celastraceae) gezahlt werden. Da die verwandtschaftlichen
Beziehungen innerhalb der Malpighiales weitgehend ungeklart sind, wurde anhand
von rbcL-Sequenzen, die in Online-Datenbanken (NCBI) erhaltlich waren bzw. in
unserem Labor neu generiert wurden (Anhang 1-Tab. 1), ein Datensatz erstellt,
der bis auf die Rafflesiaceae DUMORTIER alle zurzeit in den Malpighiales
befindlichen Familien umfasst. Mit Hilfe dieses Datensatzes sollte zum einen das
Schwesterverhaltnis der beiden Unterfamilien Linoideae und Hugonioideae
Uberpruft und zum anderen geeignete Familien fir einen AuRengruppenvergleich
gefunden werden.

Neben den Malpighiales wurde die Unterfamilie der Linoideae unter Verwendung
des Chloroplastenmarkers rbcL und eines nuklearen Markers, internal transcribed
spacer (ITS), phylogenetisch untersucht. Anhand des rbclL-Datensatzes, der

sowohl alle Gattungen der Linoideae, als auch alle Sektionen der Gattung Linum
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umfasst (Tab. 2), sollten die intergenerischen Beziehungen innerhalb dieser
Unterfamilie geklart werden. Ein 70 Arten umfassender ITS-Datensatz wurde
verwendet, um intragenerische Beziehungen innerhalb der Gattung Linum
genauer zu beleuchten. Aufgrund von gravierenden Sequenzunterschieden
zwischen den generierten ITS-Sequenzen in den Linaceae bzw. innerhalb der
Gattung Linum wurde der ITS-Datensatz, basierend auf den Ergebnissen der

rbcL-Untersuchung, in zwei Teilgruppen analysiert.

3.2.1.2 Morphologische Untersuchung

Neben der Generierung von Sequenzen verschiedener Genabschnitte wurden die
verschiedenen Arten auch morphologisch miteinander verglichen. Fir diesen
Zweck wurden verschiedene Merkmale herangezogen. Die Daten wurden aus der
Literatur und aus eigenen Beobachtungen von Herbarmaterial bzw. aus Samen

gezogenem Material erhoben.

3.2.2 Molekulare Daten

3.2.2.1 DNA Isolierung

Fir die DNA Isolierung wurde in Silicagel getrocknetes Blattmaterial bzw.
Herbarmaterial in einem sterilen Mérser mit sterilem Quarzsand und einem sterilen
StoRel zerkleinert. Mit dem auf diese Weise erhaltenem Pulver wurde
entsprechend dem Standardprotokoll des DNA-Isolations-Kits NucIeoSpin®
Extraktion (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Duren, Deutschland) verfahren.
Bei einigen Arten wurde die Suspension wahrend der Inkubation zahflissig, so
dass die Menge an zugegebenem C1-Puffer solange erhéht wurde, bis diese eine
wassrige Konsistenz erlangte. In den folgenden Schritten wurden die verwendeten
Puffervolumina entsprechend erhéht. Die DNA wurde aus der Saule durch zwei
Zentrifugationsschritte mit je 35 pl Aqua bidst. eluiert. Die Eluate wurden bei -20°C

aufbewahrt.
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3.2.2.2 Amplifikation

3.2.2.2.1 rbcL

Far die Frage nach den verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen den Familien
der Malpighiales bzw. fiir die intergenerischen Beziehungen der Linoideae wurde
der Chloroplastenmarker rbcL eingesetzt. Das rbcL-Gen kodiert fur die grolde
Untereinheit der Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase / Oxygenase (RuBisCo).
RbclL-Sequenzen gehéren wahrscheinlich zu den am haufigsten phylogenetisch
genutzten Markern und finden aufgrund ihrer konservierten Natur vor allem in
Fragestellungen auf Familienniveau oder hoherer taxonomischer Stufe
Verwendung. Fur die genauere Untersuchung der Gattung Linum stellte sich
dieses Gen als ungeeignet heraus und eine schneller evolvierende DNA-Region
wurde fur weitere Untersuchungen herangezogen.

Das rbcL-Gen besteht aus 1428 Basenpaaren, wodurch eine Amplifikation des
gesamten Stlickes wahrend einer PCR nahezu unmdglich ist. Aus diesem Grund
wurde das rbcL-Gen in drei sich Uberlappenden Sticken amplifiziert und
sequenziert. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind in Tabelle 3

wiedergegeben.

Tab. 3: In der Amplifikations- bzw. Sequenzierungsreaktion verwendete rbcL-Primer. Diese
beruhen auf Primern, die von CHASE et al. (1993) angewendet wurden.

Primer Sequenz (5' — 3')

rbcL 1F 5'-ATG TCA CCA CAA ACA GAA ACT AAA GCA-3’
rbcL 579R 5-AAA TCA AGT CCA CCR CG-3

rbcL 507F 5-TAY TGG GCT GTA CTA TTA AAC-3

rbcL 994R 5-CCT TCA AGT TTA CCT AC-3’

rbcL 995F 5-CGT ATG TCT GGT GGA GAT C-3’

rbcL1460R 5-CCT TTA GTA AAA GAT TGG GCC GAG-3’
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3.22.2.2ITS

Ein haufig verwendeter nuklearer Marker ist die ITS-Region (internal transcribed
spacer). Sie ist Teil der ribosomalen DNA. Die Gene, die fur die rRNA kodieren,
sind in zahlreichen Wiederholungen angeordnet. Eine Wiederholungseinheit ist
immer durch den sogenannten intergenic spacer (IGS) getrennt und besteht aus
dem external transcribed spacer (ETS), dem 18S-Gen, dem internal transcribed
spacer 1 (ITS 1), dem 5.85-Gen, dem zweiten internal transcribed spacer (ITS 2)
und dem 26S Gen. Fur die vorliegende Untersuchung wurde nur die ITS-Region
im engeren Sinne verwendet, die aus den beiden internen Spacerregionen und
dem 5.8S-Gen besteht (BALDWIN ef al. 1995, KELCH & BALDWIN 2003).

Fir die Amplifikation wurden die als 18 S und 28 S bezeichneten Primer
(Tab. , MUIR & SCHLOTTERER 1999) bevorzugt verwendet. Vor allem bei der
Verwendung von alterem Herbarmaterial kam es gelegentlich zu Problemen bei
der Amplifikation, so dass ITS1 und ITS2 separat amplifiziert und sequenziert
wurden. Hierfir wurden die Primerkombinationen ITSA/ITSC (ITS1) bzw.
ITS D/ ITS 4 (ITS 2) verwendet (Tab. , WHITE et al. 1990, BLATTNER 1999).

Tab. 4: In der Amplifikations- bzw. Sequenzierungsreaktion verwendete ITS-Primer (WHITE et al.
1990, BLATTNER 1999, MUIR & SCHLOTTERER 1999).

Primer | Sequenz (5'— 3')

ITSA 5'-GGA AGG AGA AGT CGT AAC AAG G-3' BLATTNER 1999
ITSC 5'-GCA ATT CAC ACC AAG TAT CGC-3' BLATTNER 1999
ITSD 5'-CTC TCG GCA ACG GAT ATC TCG-3' BLATTNER 1999

ITS 4 5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3' WHITE et al. 1990
18 S 5'-CCT TMT CAT YTA GAG GAA GGA G-3' MUIR & SCHLOTTERER 1999

28 S 5'-CCG CTT ATT KAT ATG CTT AAA-3' MUIR & SCHLOTTERER 1999 ‘

Der PCR-Ansatz wurde auf der Grundlage des Protokolls von PALUMBI (1996) in
einem Thermocycler (PTC-100™ Programmable Thermal Controller, MJ Research,
Inc., Watertown, MA, USA bzw. Whatman Biometra® TGradient™ Thermocycler,
Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland) durchgefuhrt. Der Standard-PCR-
Ansatz bestand aus 2,5 pl 10x BioTherm™ Puffer, 2 mM MgCl,, 200 uM dNTPs,
1 pM primer, 0,025 U/l Biotherm™ Polymerase (GeneCraft) und 2 ul DNA Extrakt.

Mit Aqua bidest. wurde das Volumen auf 25 pl aufgeflllt. Das verwendete
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Programm setzte sich wie folgt zusammen: Ein Pretreatment bei 94°C flir 60 s, 35
Zyklen mit je 94°C fir 18 s, 52°C flr 30 s und 72°C fiur 60 s, abschliefend ein
Posttreatment bei 55°C fur 78 s und 72°C fir 8 min. Nach Beendigung des

Programms wurden die Proben auf 4°C gekuhilt.

3.2.2.3 Aufreinigung der PCR-Produkte

Das PCR-Produkt wurde auf einem 0,8 %igem Agarose-Gel aufgetragen und in
einem 1 x Tris-Borat-EDTA-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt (SAMBROOK et al.
1989). Durch die Zugabe von Ethidiumbromid konnten die PCR-Produkte auf
einem UV-Tisch visualisiert und ausgewertet werden.

Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des NucleoSpin ® Extract™ Purification Kit
(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Duren, Deutschland) entsprechend dem
Standardprotokoll aufgereinigt. Die Proben wurden anschlielend bei -20°C auf-
bewahrt.

3.2.2.4 Sequenzierung

Nach der Aufreinigung wurde die DNA-Konzentration des PCR-Fragments anhand
der Starke der UV-Fluoreszenz abgeschatzt. Je nach Starke der Bande wurde die
Menge des Produkts flr die nachfolgende Sequenzierungsreaktion bestimmt. Der
10 ul Ansatz setzte sich wie folgt zusammen: 2 pl Big-Dye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Mix Version 3.1 (Applied Biosystems, Norwalk,
Connecticut, USA), 2 pl 5x Sequencing buffer (Version 3.1™)  1pul des
entsprechenden Primers (10 pmol/pl) und je nach Starke der Bande zwischen 0,25
und 5,0 yl DNA-Template (35-70 ng Template). Mit Aqua bidest. wurde das
Volumen auf 10 pl erganzt.

Die Sequenzierungsreaktion wurde in den in Abschnitt 3.2.2.2 erwahnten
Thermocyclern durchgefuhrt. Das verwendete Programm setzte sich wie folgt
zusammen: 30 Zyklen mit je 96°C fir 10 s und 55°C flr 240 s. Die Proben wurden
im Anschluss auf 4°C gekdhlt.

Das so erhaltene Produkt wurde von der Firma GENterprise Genomics (Mainz,

Deutschland) aufgereinigt und in einem Kapillarsequenzierer analysiert.

-23.-



PHYLOGENIE UND BIOGEOGRAPHIE MATERIAL UND METHODEN

3.2.2.5 Bearbeitung der Chromatogramme

Die von der Firma GENterprise Genomics (Mainz, Deutschland) erhaltenen
Chromatogramme wurden mit dem Programm Sequencer™ 4.1.2 (GeneCodes
Corp., Ann Arbor, Michigan, USA) bearbeitet. Die Hin- und Rickreaktionen der
einzelnen Individuen wurden jeweils miteinander verglichen, um uneindeutige
Positionen in den Sequenzen nach Moglichkeit zu beheben. Fur die einzelnen
Taxa wurde je eine Konsensussequenz erstellt, die fur die jeweiligen

Alignierungen verwendet wurde.

3.2.2.6 Alignierung der Sequenzen

Die Alignierung der einzelnen Sequenzen fir die entsprechenden Datensatze
wurde mit Hilfe des Programms Sequencer™ 4.1.2 automatisch durchgefiihrt. Die
so erhaltenen Alignments wurden im Programm MacClade 4 (release Version 4.08
fur OS X; MADDISON & MADDISON 2005; Sinauer Associates, Inc. Sunderland,

Massachusetts, USA) manuell weiter bearbeitet.

3.2.3 Molekulare Phylogenie

Seit einigen Jahren ist es moglich, zahlreiche Analysemethoden anzuwenden, um
aus Sequenzdaten verwandtschaftliche Beziehungen abzuleiten. Die Zahl der
Auswertungsmoglichkeiten nimmt immer weiter zu. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden zwei Standard-Auswertungsmethoden verwendet, um die verwandtschaft-
lichen Beziehungen innerhalb der Linaceae zu rekonstruieren, die Maximum

Parsimony- und die Maximum Likelihood Analyse.
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3.2.3.1 Parsimonieanalyse (Maximum Parsimony, MP)

Das Prinzip der Parsimonieanalyse beruht darauf, dass fur die Evolution von
Merkmalen die einfachste (most parsimonious) Erklarung vorzuziehen ist. Vorteile
dieser Methode sind unter anderem, dass sie auf einem einfachen Prinzip beruht
und relativ wenig Rechenkapazitat bendtigt.

Betrachtet man nun verschiedene Merkmale in einem Alignment, so ist es recht
wahrscheinlich, dass sich eine Reihe von Merkmalen widersprechen, d.h.
verschiedene Merkmale werden zu unterschiedlichen Topologien flihren. Aufgrund
des Parsimonieprinzips wird der Baum bevorzugt, der Uber alle Merkmale hinweg
die geringste Zahl an Merkmalstransformationen aufweist.

FiUr die DurchfiUhrung der Parsimonieanalyse stehen verschiedene Methoden zur
Auswahl. In der vorliegenden Arbeit wurden alle Parsimonieanalysen mit Hilfe der
Fitch-Parsimonie (FITCH 1971) berechnet. Dies bedeutet, dass alle Merkmals-
transformationen gleich gewichtet werden und eine Transformierung von jedem
Merkmalszustand in den anderen ohne Zwischenschritte moglich ist. Je nach
Anzahl der Taxa wurden indes fur die Datensatze unterschiedliche Algorithmen
zur Parsimonieanalyse verwendet. In Tabelle 5 ist zu ersehen, welche
Suchalgorithmen fur die entsprechenden Untersuchungen verwendet wurden. Alle
Parsimonieanalysen wurden mit dem Programm PAUP* (Version 4.0b 10;
SWOFFORD 2002) durchgeflhrt.

Tab. 5: Die verwendeten Algorithmen fir die Parsimonieanalysen der unterschiedlichen
Untersuchungsgruppen.

Untersuchungsgruppe Verwendeter Algorithmus
Malpighiales (rbcL) Heuristische Suche (heuristic search)
Linaceae (rbcL) Heuristische Suche (heuristic search)
'‘Blaue Gruppe' (ITS) Branch-and-bound-Suche

'Gelbe Gruppe' (ITS) Heuristische Suche (heuristic search)
Linum perenne Gruppe (ITS) Branch-and-bound-Suche

Fir die Heuristische Suche wurden in PAUP* folgende Voreinstellungen gewahlt:
random sequence addition (100 replicates), tree bisection and reconnection (TBR),

steepest = off, multree = on, collapse = on, uninformative characters excluded.
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Bestand der Datensatz aus weniger als 25 Taxa, wurde der branch-and-bound-
Algorithmus mit folgenden Standardeinstellungen verwendet: addition taxon
simple, tree bisection and reconnection (TBR), steepest = off, multree = on,
collapse = on, uninformative characters excluded.

Wurde in einer Suche mehr als ein kurzester Baum gefunden, wurde ein Strict-
Konsensusbaum berechnet, in dem lediglich Aste dargestellt werden, die in allen

Maximum Parsimony-(MP)-Baumen vorkommen.

3.2.3.1.1 Bootstrap

Die Bootstrap-Analyse ist eine Moglichkeit, die Variabilitat des phylogenetischen
Signals von Merkmal zu Merkmal abzuschatzen (KNoopP & MULLER 2006).
Grundlage ist eine Merkmalsmatrix, die der Grof3e der Originalmatrix entspricht.
Allerdings werden die ursprunglichen Merkmale nach dem Prinzip des 'Ziehen und
Zurucklegens' neu zusammengestellt. Jede dieser neuen Matrizen dient als Basis
fur eine erneute Rekonstruktion des optimalen Baumes. Die Ergebnisse dieser
einzelnen Wiederholungen werden im Bootstrap-Baum in der Form
zusammengefasst, dass er die Haufigkeit mit der bestimmte Knoten gefunden
wurden angibt. In der vorliegenden Arbeit wurden stets die Einstellungen bootstrap
nreps = 100, addseq = random, nreps = 10 verwendet. Werte unter 50 % gelten
als sehr schwache Unterstiitzung fur die einzelnen Aste, so dass in der

vorliegenden Arbeit lediglich Bootstrap-Werte Uber 50 % angegeben wurden.

3.2.3.1.2 Homoplasie

Anhand verschiedener Indices ist es moglich die Homoplasie in einem Datensatz
zu ermitteln. Der Consistency Index (Cl) vergleicht die kleinstmogliche Schrittzahl
(m), die ein Merkmal Uber einen beliebigen Baum zeigen konnte, mit der Anzahl
an tatsachlichen Schritten (s). Merkmale ohne Homoplasie wurden folglich einen
Cl von 1 besitzen. In der Regel wird jedoch der CI fur den gesamten Datensatz
berechnet (Ensemble Consistency Index). Der Wert ergibt sich dann wie folgt

(Formel 1):

Clensemble = Zi m;/ Zi Si Formel 1
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Alternativ kann auch der Homoplasy Index (HI) angegeben werden, der sich aus

dem Consistency Index berechnen lasst (Formel 2).

HI=1-ClI Formel 2

Der Retention Index (RI) berlcksichtigt neben der minimal mdglichen Anzahl an
Schritten auch die gréitmdgliche Schrittzahl (g) eines Merkmals (KNOOP & MULLER
2006). Der Ensemble Retention Index errechnet sich aus den Summen der

Variablen Uber alle Merkmale hinweg (Formel 3). Im idealen Fall ist der RI gleich 1.

Rlensemble = 27 (gi— Si) / 2i (gi— m;) Formel 3

3.2.3.2 Maximum Likelihood (ML)

Mit Hilfe der Maximum Likelihood Methode wird nicht der kiirzeste, sondern der
Stammbaum errechnet, welcher die beobachteten Daten (das Alignment) am
besten erklart. Fur die Berechnung der Wahrscheinlichkeiten einer Datenmatrix
bezuglich eines phylogenetischen Baumes werden zunachst zwei Annahmen
gemacht: 1) die Evolution der einzelnen Merkmale verlduft unabhangig
voneinander und 2) die Evolution der einzelnen Linien verlduft nach ihrer
Aufspaltung unabhangig voneinander. Aufgrund der Annahme, dass die Evolution
der einzelnen Merkmale unabhangig verlauft, berechnet sich die Gesamt-
Likelihood L als Produkt der einzelnen Likelihoods fur die Einzeldaten.

Fur die Berechnung des Maximum Likelihood Baumes kann eines von 56
Substitutionsmodellen (POsSADA & CRANDALL 2001) gewahlt werden, die sich
hinsichtlich verschiedener Parameter unterscheiden. Diese Modelle variieren unter
anderem in der Frequenz des Auftretens der einzelnen Basen und der
Substitutionsraten, die fur Mutationen von einer in die andere Base angenommen
werden. Betrachtet man z.B. Transitionen und Transversionen, so treten
Transitionen in den meisten Genen haufiger auf (KNooP & MULLER 2006).
Allerdings konnen auch Informationen Uber die Ratenheterogenitat entlang der
einzelnen Alignmentpositionen in den Modellen mit berlcksichtig werden. Anhand

der Gamma-Verteilung ist es mdglich, eine Annaherung an die Verteilung der
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Substitutionen abzuschatzen. Wird dies in einem Modell zusatzlich berticksichtigt,
wird das Modell durch '+G' erganzt. Zusatzlich kann auch der Anteil an invariablen
Positionen mit berucksichtigt werden, dies wird durch das Anhangen von einem
+|" an das jeweilige Modell gekennzeichnet.

Das einfachste und alteste Modell ist das Jukes-Cantor-Modell (JC), welches von
gleichen Basenhaufigkeiten und gleichen Substitutionsraten ausgeht. Das
allgemeinste Modell hingegen ist das General Time Reversible-Modell (GTR-
Model; RODRIGUEZ et al. 1990).

Zur Bestimmung des Modells, welches die Daten am besten erklart, wurde das
Programm Modeltest (Version 3.06) von POSADA & CRANDALL (1998) verwendet.
Dieses Programm vergleicht in einer hierarchischen Abfolge ein jeweils
einfacheres Substitutionsmodell mit einem komplexeren, daher auch die
Bezeichnung hierarchischer Likelihood Ratio-Test (hLRT). Alternativ berechnet
Modeltest auch das geeigneteste Model Uber das sogenannte Akaike Information
Criterion (AIC). POSADA & BUCKLEY (2004) berichten ausfuhrlich tber die Vor- und
Nachteile dieser unterschiedlichen Ansatze. In den meisten Fallen sind die
vorgeschlagenen Modelle von hLRT und AIC identisch oder sehr ahnlich.
Modeltest bestimmt die Haufigkeit aller Basen und die unterschiedlichen
Substitutionsraten fir das entsprechende Modell. Diese Werte dienten
anschlieBend in PAUP* als Grundlage flr die eigentliche Maximum Likelihood-

Rechnung.

3.2.3.2.1 Bootstrap

Um eine Abschatzung Uber die Aussagekraft der einzelnen Aste zu erhalten,
wurden die Datensatze der Maximum Likelihood-Untersuchung ebenfalls einer
Bootstrap-Analyse unterzogen. Wie bereits zuvor bei der Maximum Parsimony
Untersuchung wurde stets die Einstellung bootstrap nreps = 100, addseq =

random, nreps = 10 gewahlt. Auch hier wurden lediglich Werte Uber 50 % angeben.
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3.2.3.3 Molekulare Uhr

Fir die Berechnung einer molekularen Uhr wird vorausgesetzt, dass
Veranderungen in der Basenabfolge, auf einen kurzen Zeitraum bemessen,
zufallig erscheinen, aber auf einen langen Zeitraum bezogen konstant bezlglich
der Haufigkeit ihres Auftretens sind (ZUCKERKANDL & PAULING 1962, 1965). Die
Annahme einer konstanten Substitutionsrate erlaubt die Datierung einzelner Aste
im Baum, sofern ein Kalibrierungspunkt (z.B. ein Fossilbeleg oder ein
geologisches Ereignis) oder eine Substitutionsrate bekannt ist.

Fur die Berechnung einer molekularen Uhr wurde in der vorliegenden Arbeit der
rbcL-Datensatz der Linaceae verwendet. Um zu prifen, ob dieser Datensatz einer
konstanten evolutionaren Rate folgt, wurden ML-Kalkulationen mit bzw. ohne
Annahme einer molekularen Uhr als Voreinstellung berechnet. Die so erhaltenen
ML-Werte dieser beiden Berechnungen wurden einem modifizierten X?-Test
unterzogen (http://www.fon.hum.uva.nl/Service/Statistics/ChiSquare_distribution.
html). Die Anzahl der Freiheitsgrade entspricht in diesem Fall der Zahl der Taxa
minus zwei. Die Annahme, dass der Datensatz eine konstante Substitutionsrate
besitzt, entspricht der Nullhypothese. Ergibt der X2Test allerdings einen
signifikanten Unterschied, wird die Ratenkonstanz fir den entsprechenden
Datensatz abgelehnt.

In diesem Fall muss flir die weitere Berechnung eine Methode verwendet werden,
welche unterschiedliche Raten akzeptiert. In den letzten Jahren wurden zahlreiche
Methoden entwickelt, die sich mit dem Problem der Ratenheterogenitat auf
verschiedene Art und Weise beschaftigen (WELCH & BROMHAM 2005). In der
vorliegenden Arbeit wurde das Programm r8s (SANDERSON 2002) verwendet.
Ausgangspunkt fur die Berechnung war das Phylogramm des rbclL-Datensatzes
(Abb. 4), welches mit Hilfe der ML-Methode berechnet wurde und die Anzahl an
Positionen, die das dem Baum zugrunde liegende Alignment umfasste. Anhand
des semiparametrischen Ansatzes der Penalized Likelihood (PL, SANDERSON 1997,
2002) wurde eine 'Glattung' (smoothing) der Raten vorgenommen. Der
Glattungsfaktor (smoothing parameter) wurde anhand einer Kreuzvalidierung
(cross-validation) mit folgenden Grundeinstellungen berechnet: divtime method =

pl, crossv = yes, cvstart =0, cvinc = 0.2, cvnum = 100.
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Als Kalibrierungspunkt wurden 2zwei verschiedene Altersangaben flr die
Entstehung der Linaceae verwendet (DAvis et al. 2005). Die Altersschatzungen
der Linaceae wurden in einer Analyse der Malpighiales mit Hilfe von

verschiedenen Fossilfunden berechnet (DAvIS et al. 2005).

3.2.4 Konstruktion eines 'Supertrees’

Aufgrund der Probleme, ITS-Sequenzen aller vorhandener Linaceae Arten
miteinander zu alinieren, wurde ein sogenannter 'Supertree' erstellt, der es
ermdglicht, die Informationen verschiedener Phylogenien miteinander zu
kombinieren. Voraussetzung hierfur ist, dass sich die unterschiedlichen
Kladogramme wenigstens teilweise in ihrer Taxonzusammensetzung entsprechen.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Maximum Likelihood-Baume dreier
Datensatze (Linaceae, rbcL; 'Blaue Gruppe', ITS; 'Gelbe Gruppe', ITS) nach der
Matrix Representation using Parsimony Methode (MRP; Loomis & SMITH 1990,
BAaumMm 1992, RAGAN 1992) miteinander kombiniert. Hierflir werden alle internen
Knoten der vorliegenden gewurzelten Baume durchnummeriert und nacheinander
genauer untersucht. Arten, die einen bestimmten Knoten als gemeinsamen
Vorfahren besitzen, erhalten in einer Matrix den Wert '1', wahrend Arten, die in
dem Baum enthalten sind, aber nicht von dem entsprechenden Knoten
abstammen, eine '0' zugewiesen bekommen. Taxa, die in diesem Kladogramm
nicht enthalten sind, werden mit einem '?' versehen. Die Anzahl an Merkmalen in
der auf diese Weise erstellten Matrix entspricht somit der Summe aller internen
Knoten der vorliegenden Phylogramme. Der daraus resultierende Datensatz
(Anhang 2) wurde anschlieRend mittels einer Maximum Parsimony Analyse
ausgewertet (CREEVEY & MCINERNEY 2005).
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3.2.5 Dispersal-Vicariance Analyse (DIVA)

Mit Hilfe des Programms DIVA (RoNQuisT 1997) ist es zum einen mdglich, die
Verbreitung von gemeinsamen Vorfahren in einer Phylogenie zu rekonstruieren
und zum anderen das Verhaltnis von Vikarianz zu Fernausbreitungsereignissen zu
bestimmen. Voraussetzung fir die Verwendung dieses Programms ist ein
bifurkater Baum und die geographische Verbreitung der integrierten Taxa. Um
modglichst umfangreiche Informationen verarbeiten zu kénnen, wurde fur diese
Untersuchung der zuvor konstruierte 'Supertree' verwendet. Da dieser allerdings
mehrere Polytomien enthielt, wurde er leicht modifiziert. Die Arten Linum aroanium
Boiss. & ORPH., L. austriacum L., L. meletonis HAND.-MAzz., L. persicum BOISS.,
L. sulcatum RIDDELL, L. macraei BENTH. und L. acuticarpum C. M. ROGERS wurden
aus dem Baum entfernt, ein Schwesterverhaltnis von Hesperolinon und
Sclerolinon wurde auf Grundlage von Ergebnissen von McDILL (personliche
Mitteilung) angenommen. Ferner wurde Hugonia pentagyna K. SCHUM. als
Schwestergruppe zu Hugonia | Roucheria calophylla PLANCH., basierend auf den
Ergebnissen des rbclL-Datensatzes der Malpighiales, angesehen. Die
geographische Verbreitung wurde auf Grundlage eines Schemas von BRUMMIT
(2001) vorgenommen. Es wurde zwischen Europa, Sudafrika, Afrika (ohne
Sudafrika), temperatem Asien, tropischem Asien, Australasien, Nordamerika und
Sudamerika unterschieden. Die in diese Untersuchung eingeflossenen Arten und

ihre entsprechende Verbreitung sind in Abbildung 9 wiedergegeben.

3.2.6 Rekonstruktion anzestraler Merkmalszustande

Verschiedene morphologische Merkmale wurden herangezogen, um ihre
Evolution innerhalb der Linaceae zu ergrinden. Der flr die zuvor durchgeflihrte
DIVA Analyse erstellte bifurkate Baum diente als Grundlage fir die Rekonstruktion
der anzestralen Merkmalszustande. Unter Verwendung des Programms MacClade
4.08 (MADDISON & MADDISON 2005) wurden die morphologischen Auspragungen
der unterschiedlichen Arten auf diesen Baum Ubertragen und die Evolution dieser
Merkmale unter der Annahme des Parsimoniekriteriums berechnet. Da der
Analyse eine vollstandig aufgeloste Topologie zugrunde lag, konnte die

Merkmalstransformation unter den verschiedenen Voreinstellungen ‘acctran'
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(accelerated transformation) und 'deltran' (delayed transformation) optimiert
werden. Durch die Einstellung acctran werden Merkmalsibergange eher an der
Basis des Baumes angenommen, was die Anzahl der Umkehrungen (reversals),
also der Ruckentwicklung des Merkmalszustands in seinen Ursprungszustand
erhoht. Eine Verlagerung der Transformationen von der Basis des Baumes in
Richtung der abgeleiteten Gruppen unter der Einstellung deltran fuhrt hingegen zu
einem Anstieg an Parallelismen. Fur die Abbildungen wurde stets die sparsamste
Erklarungsmoglichkeit ohne  Beriucksichtigung der soeben  erwahnten

Optimierungsmethoden gewahlt.
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3.3 Ergebnisse

Die Informationen zur Baumstatistik der einzelnen molekularen Untersuchungen
sind in den Abbildungsbeschreibungen der jeweiligen Baume angegeben. Die
Angaben zu den jeweiligen Bootstrap-Unterstitzungen werden im folgenden Text

mit 'BU' abgekurzt.

3.3.1 Phylogenie der Malpighiales

Die Linaceae zahlen neben 38 weiteren Familien und der Gattung Bhesa (eh.
Celastraceae) zur Ordnung der Malpighiales (STEVENS 2006), allerdings blieben
die Beziehungen der einzelnen Familien zueinander bisher weitgehend ungeklart
(CHASE et al. 2002, APG Il 2003, DAvis et al. 2005). Um eine geeignete
Aulengruppe flir die Untersuchung der Linaceae, vor allem fir die Kalkulation
einer molekularen Uhr, zu erhalten, wurde mittels online verfigbarer und
eigenstandig generierter rbcL-Sequenzen (Anhang 1-Tab. 2) ein Datensatz
zusammengestellt, der alle Familien der Malpighiales umfasst. Ferner sollte dieser
die Monophylie der Linaceae und ihrer beiden Unterfamilien bestatigen. Die
Hugonioideae sind in diesem Datensatz mit sechs, die Linoideae mit zwdlf Arten
vertreten. Als Auldengruppe wurde je ein Vertreter aus den Ordnungen Oxalidales,
Celastrales und Saxifragales gewahilt.

Die Maximum Parsimony Analyse ergab nur eine unzureichende Auflésung
innerhalb der Malpighiales (Abb. 2), so dass es nicht mdglich war, anhand dieser
Untersuchung eine geeignete Aullengruppe fur die Analysen innerhalb der
Linaceae zu bestimmen. Ein Schwesterverhaltnis der Linaceae zu einer Gruppe

aus Irvingiaceae und Caryocaraceae VOIGT konnte zwar in allen Baumen gezeigt
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Abb. 2: Strict-Konsensusbaum (Maximum Parsimony Analyse) aus 3018 kirzesten Baumen
basierend auf einem rbcL-Datensatz aus 101 Sequenzen und 1408 Merkmalen, davon sind 751
konstant, 216 variabel, aber parsimonie-uninformativ, 441 parsimonie-informativ (Ladnge = 2655
Schritte, Cl = 0,337, RI = 0,544). Die Zahlen oberhalb der Aste geben die Bootstrap-Unterstiitzung
an.
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werden, erhalt allerdings keine Bootstrap-Unterstitzung. Aus den 3018 erhaltenen
most parsimonious Baumen wurde ein Majority Rule-Konsensusbaum erstellt
(nicht abgebildet), anhand wessen zwolf Vertreter aus verschiedenen Familien der
Malpighiales fur die anschliefiende Untersuchung gewahit wurden.

Die Linaceae bilden innerhalb der Malpighiales eine monophyletische Gruppe mit
einer Bootstrap-Unterstitzung von 99 %. Das Verhaltnis der beiden Unterfamilien
zueinander bleibt ungeklart. Die Familie verzweigt sich basal in eine Trichotomie
bestehend aus den monophyletischen Linoideae (BU 99 %), einem ungestutzten
Ast verschiedener Hugonioideae und Roucheria schomburgkii PLANCH. Der
Konsensusbaum (Abb. 2) deutet auf eine Paraphylie der Hugonioideae im
Verhaltnis zu den Linoideae hin, welche jedoch keine Bootstrap-Unterstitzung

erhalt.

3.3.2 Intergenerische Untersuchung der Linoideae

Die intergenerische Untersuchung der Linoideae beruht auf der Basis eines rbcL-
Datensatzes. Fir diesen Zweck wurden 42 Sequenzen aus den Linoideae, 6
Sequenzen aus den Hugonioideae und zwolf Sequenzen aus verschiedenen
Familien der Malpighiales und je ein Vertreter der Celestrales und Oxalidales
(Aulengruppe) verwendet.

Die Maximum Parsimony Untersuchung dieses Datensatzes ergab 8716 klrzeste
Baume. Der Strict-Konsensusbaum, der aus diesen Phylogrammen berechnet
wurde, ist in Abbildung 3 dargestellt. Der rbcL-Datensatz wurde einer Maximum
Likelihood Analyse unterzogen, welche in drei gleich wahrscheinlichen Baumen
(-InL = 8526,55458) resultierte. Diese zeigten keine erkennbaren Unterschiede, so
dass willkarlich einer gewahlt wurde, der in Abbildung 4 dargestellt ist. Die
Topologien der Maximum Parsimony- (MP) und der Maximum Likelihood Analyse
(ML) weisen keine Widerspriche auf und werden daher im folgenden Abschnitt

gemeinsam beschrieben.
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Abb. 3: Strict-Konsensusbaum aus 8716 kiirzesten Baumen, basierend auf einem rbcL-Datensatz
aus 62 Sequenzen und 1428 Merkmalen, davon sind 981 konstant, 208 variabel, aber parsimonie-
uninformativ und 239 parsimonie-informativ. (Lange = 814, Cl = 0,545, Rl = 0,744). Die Zahlen

oberhalb der Aste geben die Bootstrap-Unterstiitzung an.
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Abb. 4: Einer von drei gleich wahrscheinlichen Maximum Likelihood Baumen (-InL =8526.55458),
basierend auf einem rbcL-Datensatz aus 62 Sequenzen und 1428 Merkmalen. In der ersten Spalte
ist die aktuelle taxonomische Einteilung nach OCKENDON & WALTERS (1968) und ROGERS (1984b)
wiedergeben, die zweite Spalte gibt die Verbreitung der einzelnen Gruppen wieder. Die Zahlen
unterhalb der Aste geben die Bootstrap-Unterstiitzung an. Die Buchstaben markieren Knoten, die in
einer spateren Analyse datiert wurden.
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Die Monophylie der Linaceae wird in beiden Analysen mit einem Bootstrap-Wert
von 100 % deutlich unterstitzt. Das Verhaltnis der beiden Unterfamilien
zueinander kann jedoch nicht eindeutig geklart werden. Die Linoideae sind
monophyletisch (MP-BU 98 %, ML-BU 100 %) und stehen zusammen mit
verschiedenen Vertretern der Hugonioideae in einer basalen Polytomie. Eine
modgliche Paraphylie der Hugonioideae im Verhaltnis zu den Linoideae findet
lediglich in der Maximum Parsimony Analyse eine aullerst geringe Unterstlitzung
(MP-BU 53 %, Abb. 3).

Die Linoideae verzweigen sich basal in einer Polytomie aus vier Asten. Die drei
asiatischen Gattungen Anisadenia, Tirpitzia und Reinwardtia zeigen ein
unaufgeldstes Verhaltnis zu einer monophyletischen Gruppe, bestehend aus
Vertretern der Gattungen Cliococca, Hesperolinon, Linum, Radiola und Sclerolinon.
Diese im weiteren Verlauf der Arbeit als 'Linum s. |.' bezeichnete Gruppe, findet
lediglich in der Maximum Likelihood Analyse eine schwache Bootstrap-
Unterstitzung von 67 %.

Linum s.|. spaltet sich in zwei monophyletische Gruppen (‘Gelbe Gruppe' und
'‘Blaue Gruppe'; die Bezeichnung basiert auf der, in diesen Gruppen jeweils
dominierenden, Blutenfarbe), wobei die Gattung Linum mit verschiedenen
Sektionen in beiden Gruppen vertreten ist. Die 'Blaue Gruppe' besteht lediglich aus
Vertretern der Gattung Linum, genauer gesagt aus Arten der Sektionen Linum und
Dasylinum (MP-BU 80 %, ML-BU 97 %), wahrend sich die 'Gelbe Gruppe' aus
Vertretern der Gattungen Cliococca, Hesperolinon, Linum, Radiola und Sclerolinon
(MP-BU 90 %, ML-BU 100 %) zusammensetzt. Die Gattung Linum ist somit
paraphyletisch. Radiola linoides ist mit einer schwachen (MP-BU 53 %) bis
moderaten Unterstitzung (ML-BU 73 %) Schwester zu den Ubrigen Taxa der
'Gelben Gruppe'. Wahrend die Vertreter der Neuen Welt und Sidafrikas in einer
sehr gut gestutzten monophyletischen Gruppe vereint sind (MP-BU 90 %, ML-BU
95 %), entspringen die europaischen Vertreter einer Polytomie. Eine Monophylie
der altweltlichen Taxa (exklusive Linum catharticum und der sudafrikanischen
Arten) der 'Gelben Gruppe' wird in beiden Analysen (MP & ML) angedeutet, erhalt

jedoch keine Bootstrap-Unterstutzung.
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3.3.3 Verwandtschaftliche Beziehungen innerhalb der

Linoideae

Aufgrund der unzureichenden Auflosung in den auf rbcL-Sequenzen basierenden
Baumen, wurden zusatzlich ITS-Sequenzen generiert. Eine zufriedenstellende
Alinierung der ITS-Sequenzen auf Familienebene war aufgrund zu hoher
Sequenzunterschiede  zwischen Arten  verschiedener Gattungen  bzw.
unterschiedlicher Sektionen innerhalb der Gattung Linum nicht moglich. Die mittels
rbcL-Analyse ermittelten Gruppen 'Gelbe Gruppe' und 'Blaue Gruppe' (Abb. 4)

wurden daher getrennt voneinander analysiert.

3.3.3.1 Beziehungen innerhalb der 'Blauen Gruppe'

Die 'Blaue Gruppe' setzt sich aus Vertretern der Gattung Linum Sektion Linum und
Sektion Dasylinum zusammen. Fir den ITS-Datensatz wurden 19 Vertreter der
Sektion Linum und vier Arten der Sektion Dasylinum herangezogen. Eine
geeignete Aullengruppe konnte leider nicht gewahlt werden, da Arten aul3erhalb
dieser beiden Sektionen nur aulderst unzureichend aliniert werden konnten. Fur die
Darstellung der Baume wurde daher eine basale Polytomie gewahlt mit Sektion
Dasylinum und Linum stelleroides als Aul3engruppe.

Die Maximum Parsimony Analyse resultierte in sechs kurzesten Baumen, die sich
hinsichtlich ihrer Topologie lediglich in der Positionierung der drei Arten Linum
bungei Boiss., L. aroanium und L. nervosum WALDST. & KIT. unterschieden. Einer
dieser Baume ist in Abbildung 5 dargestellt.

Sektion Dasylinum bildet eine gut unterstiutzte (MP-BU 100 %) monophyletische
Gruppe. Betrachtet man hingegen die Sektion Linum, so kann Uber eine mdgliche
Monophylie dieser Sektion keine gesicherte Aussage getroffen werden, da Linum
stelleroides keiner der beiden Sektionen eindeutig zugeordnet werden kann (Abb.
3 & 4). Die Ubrigen Vertreter aus Sektion Linum (exklusive L. stelleroides) bilden
eine gut gestitzte monophyletische Gruppe (MP-BU 100 %) und spalten sich in
zwei gut gesicherte Linien auf, 'Linum 1' (MP-BU 100 %) und 'Linum 1I' (MP-BU
98 %).
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Abb. 5: Einer der sechs kiirzesten Baume, basierend auf einem ITS-Datensatz aus 23 Sequenzen
und 652 Merkmalen, davon waren 367 konstant, 72 variabel, aber parsimonie-uninformativ und 213
parsimonie-informativ (Lange = 445 Schritte, Cl = 0,697, Rl = 0,875). Die Zahlen oberhalb der Aste
geben die Bootstrap-Unterstitzung an.

In Erganzung zu der Maximum Parsimony Analyse wurde eine Maximum
Likelihood Untersuchung durchgeflihrt, welche in einem wahrscheinlichsten Baum
(-InL = 3456.14156) resultierte (Abb. 6). Bezuglich ihrer Topologie zeigen die
Baume keinen nennenswerten Unterschied. Die Gruppen, die in der Parsimony
Analyse unterschieden wurden, konnten alle mit einer guten Bootstrap-
Unterstitzung auch in der Maximum Likelihood Analyse vorgefunden werden
(Abb. 6).
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Abb. 6: Maximum Likelihood Baum (AIC, -InL = 3456.14156), basierend auf einem ITS-Datensatz
aus 23 Sequenzen und 652 Merkmalen. Zuséatzlich ist die geographische Verbreitung der einzelnen
Taxa angegeben.
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3.3.3.2 Beziehungen innerhalb der 'Gelben Gruppe'

Die 'Gelbe Gruppe' setzt sich aus Vertretern der Gattungen Cliococca,
Hesperolinon, Linum (Sektionen Cathartolinum, Linopsis und Syllinum), Radiola
und Sclerolinon zusammen. Aufgrund der Ergebnisse der rbcL-Untersuchung (Abb.
4) und Ergebnissen von McDiLL et al. (2009) wurde Radiola linoides als
AulRengruppe gewahlt. Wie zuvor bei den anderen Datensatzen wurde auch hier
sowohl eine Maximum Parsimony Analyse (Abb. 7) als auch eine Maximum
Likelihood Analyse (Abb. 8) durchgefuhrt. Die MP-Analyse resultierte in 22
kirzesten Baumen. Der aus diesen errechnete Konsensusbaum ist in Abbildung 7
dargestellt. Dieser zeigt jedoch nur eine gering Auflosung. Lediglich in den basalen
Knoten existiert, wenn Uberhaupt, eine geringe Bootstrap-Unterstutzung fur die
jeweiligen Aste. Der aus der ML-Analyse resultierende Baum zeigt zwar eine
bessere Auflésung, allerdings sind auch hier nur wenige Aste gut unterstitzt. Im
ML-Baum ist es moglich, innerhalb der gelbblitigen Gruppe, zwei Gruppen zu
erkennen, von welcher lediglich die eine - mit ausschlieBlich altweltlich ver-
breiteten Arten (Linopsis Alte Welt) - in der Maximum Likelihood Rekonstruktion
(Abb. 8) eine schwache Bootstrap-Unterstitzung (61 %) erhalt. Eine
monophyletische Gruppe aus neuweltlichen und stdafrikanischen Arten wird im
ML-Baum lediglich angedeutet und findet im MP-Baum auch nur eine aulerst
geringe Unterstutzung (MP-BU 52 %).

Die Sektion Linopsis ist paraphyletisch in Bezug zu der monotypischen Sektion
Cathartolinum und der monophyletischen Sektion Syllinum (MP-BU 100 %, ML-BU
100 %). Innerhalb der mediterranen Vertreter der Sektion Linopsis lassen sich zwei
gut unterstitzte Gruppen erkennen, die den Untersektionen Dichrolinum (ML-BU
82 %) und Halolinum (MP-BU 100 %, ML-BU 100 %) entsprechen (Abb. 7 & 8).
Den Arten der Untersektion Dichrolinum sind neben Indels aus ein bis zwei
Basenpaaren zwei grofere aus vier (Position 84-87) bzw. 16 Basen (Position 61-
76) gemeinsam, was eine engere verwandtschaftliche Beziehung dieser Arten
zusatzlich untermauert. Die genaue phylogenetische Zugehorigkeit von Linum
catharticum (Sekt. Cathartolinum) bleibt im ITS-Datensatz ungeklart, eine
Beziehung zu den Vertretern der Untersektion Halolinum wird lediglich angedeutet
(Abb. 7 & 8).
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Betrachtet man die neuweltliche Gruppe, so fallt auf, dass es innerhalb der Sektion
Linopsis funf recht gut gestltzte Gruppen gibt, deren Beziehung zueinander
allerdings ungeklart bleibt. Die sudafrikanischen Arten erfahren mit 82 % (MP-BU)
bzw. 88 % (ML-BU) eine recht gute Bootstrap-Unterstitzung, ebenso wie die Taxa
mit einer sudamerikanischen Verbreitung (MP-BU 76 %, ML-BU 70 %). Die
Gattung Cliococca ist mit einer moderaten Bootstrap-Unterstutzung Schwester zu
den stidamerikanischen Linum-Arten (MP-BU 76 %, ML-BU 70 % / MP-BU 97 %,
ML-BU 94 %). Die nordamerikanischen Vertreter verteilen sich auf mehrere,
wenige Taxa umfassende, Gruppen, deren Beziehungen zueinander ungeklart
bleiben. Die untersuchten Arten der Untersektion Rigida bilden ebenso wie die
beiden Arten der Gattung Hesperolinon eine sehr gut gestitzte Gruppe (jeweils
MP-BU 100 %, ML-BU 100 %). Ein Schwesternverhaltnis der Gattung
Hesperolinon zu Sclerolinon wird in den Ergebnissen der ML-Analyse lediglich
angedeutet, findet jedoch in keiner der Untersuchungen eine Bootstrap-
Unterstitzung (Abb. 7 & 8). Die phylogenetische Zugehorigkeit von Linum Kingii
(Untersektion Linopsis) kann nicht genau bestimmt werden, eine Beziehung zu den

Vertretern der Untersektion Rigida wird lediglich angedeutet (Abb. 8).
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Abb. 7: Strict-Konsensusbaum der 'Gelben Gruppe' aus 422 kirzesten Baumen basierend auf
einem ITS-Datensatz aus 46 Sequenzen und 633 Merkmalen, davon sind 374 konstant, 65 variabel,
aber parsimonie-uninformativ, 194 parsimonie-informativ. (Lange = 565, Cl = 0,506, RI = 0,795). Die
Zahlen oberhalb der Aste geben die Bootstrap-Unterstiitzung ohne Berlicksichtung der Indels an,
die unterhalb der Aste die Unterstiitzung mit Berlicksichtung der Indels.
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Abb. 8: Maximum Likelihood Baum (-InL = 4279.0635), basierend auf einem ITS-Datensatz aus 46
Sequenzen und 633 Merkmalen. Die Farbgebung entspricht der taxonomischen Zuordnung in
Abbildung 7, zusatzlich wurde die geographische Verbreitung der einzelnen Arten angegeben.
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3.3.4 Kalkulierung einer molekularen Uhr

Unter der Verwendung des Programms rs8, wurde anhand des leicht geklrzten
rbcL-Baumes der Linaceae (Abb. 4) das Alter der internen Knoten (gemeinsame
Vorfahren) bestimmt. Die Kalkulation wurde mit zwei verschiedenen
Altersschatzungen fir die Linaceae (DAvis et al. 2005) kalibriert. In Tabelle 6 sind

die fur die Diskussion relevanten Altersangaben angegeben.

Tab. 6: Ergebnisse der Berechnung einiger interner Knoten der rbcL-Phylogenie (Abb. 4) anhand
einer molekularen Uhr. Die Altersangaben sind in Mill. Jahren angefuhrt.

Linaceae fixiert Linaceae fixiert

Linaceae (A) 105 94,50
Linoideae (B) 51.23 46,05
Linum (C) 46,24 41,63
'‘Blaue Gruppe' (D) 32,46 29,1

Sektion Linum (E) 25.2 22,53
Linum | (F) 3,78 3,33

Sektion Dasylinum (G) 14,46 12,92
'Gelbe Gruppe' (H) 36,02 32,44
Sektion Syllinum (1) 18,75 16,94
1. Besiedlung Amerikas (K) 22,3 20,12

3.3.5 Kombination verschiedener Datensatze zu einem

‘Supertree’

Da es leider nicht moglich war eine ITS-Phylogenie der Linaceae zu berechnen,
wurde aus den verschiedenen Datensatzen (Linaceae rbcL, 'Gelbe Gruppe' ITS
und 'Blaue Gruppe' ITS) ein sogenannter 'Supertree' konstruiert (Abb. 9). Dieser
Baum beinhaltet alle Taxa der einzelnen Untersuchungen und basiert auf der
Topologie der einzelnen ML-Phylogramme. Der resultierende Konsensusbaum
entspricht somit im Wesentlichen den Resultaten aus den Abbildungen 4, 6 und 8.
Es ist zu berucksichtigen, dass diese Rekonstruktion auf den Ergebnissen der

einzelnen Maximum Likelihood Analysen beruht und somit Gruppen, die in diesen
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Baumen eine schlechte Bootstrap-Unterstitzung erhalten auch im 'Supertree'

entsprechend vorsichtig zu bewerten sind.

3.3.6 Dispersal-Vicariance Analyse (DIVA)

Unter Verwendung der Dispersal-Vicariance Analyse (DIVA) wurde die
wahrscheinliche geographische Verbreitung der internen Knoten (gemeinsame
Vorfahren) rekonstruiert. In Abbildung 9 sind die flr die Diskussion wichtigsten

Knoten mit ihrer Verbreitung wiedergegeben.

Tab. 7: Ergebnis der Dispersal-Vicariance Analyse (DIVA) fur einige interne Knoten (gemeinsame
Vorfahren) des 'Supertrees'. Die genaue Position der einzelnen Knoten geht aus Abbildung 9
hervor.

Knoten Verbreitung

A Afrika — Asien, temperat — Asien, tropisch — Slidamerika
Asien, temperat

Europa — Asien, temperat

Asien, temperat

Asien, temperat

Asien, temperat

Asien, temperat

T ¢ mMm m O O W

Asien, temperat

I Europa

~

Europa

L Nordamerika
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Abb. 9: Strict-Konsensusbaum der 'Supertree'-Analyse. Diesem Baum liegen die Maximum
Likelihood Baume der verschiedenen Datensatze (Linaceae rbcL, 'Gelbe Gruppe' ITS und 'Blaue
Gruppe' ITS) zugrunde. Die Knoten A bis L stellen wichtige Vorfahren dar, deren wahrscheinliche
Verbreitung mittels einer DIVA rekonstruiert wurde (s. Tab. 7). Die mit ™' gekennzeichneten Arten
wurden fur die DIVA-Analyse aus dem Datensatz entfernt, um einen vollstandig bifurkaten Baum zu
erhalten.
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3.3.7 Rekonstruktion anzestraler Merkmale

Auf der Grundlage des 'Supertrees' wurden die anzestralen Merkmalszustande
verschiedener morphologischer Charaktere mit Hilfe des Programms MacClade 4.08
(MADDISON & MADDISON 2005) bestimmt und die Evolution dieser im Verlauf der
Entwicklung der Linoideae graphisch dargestellt. Die Abbildungen und die jeweiligen

Erlauterungen zu diesen Baumen erfolgen im Rahmen der Diskussion.
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3.4 Diskussion

3.4.1 Position der Linaceae innerhalb der Malpighiales

Die genaue Umschreibung, sowie die Position der Linaceae in den Angiospermen
wurde lange Zeit kontrovers diskutiert. Nach Auffassung von TAKHTAJAN (1959) und
ScHoLz (1964) waren die Linaceae Teil der Ordnung Geraniales, wobei ihre
Auffassungen bezuglich der Zusammensetzung der Ordnung nicht vollkommen
ubereinstimmten. Zwar zahlten beide neben den Linaceae eine Reihe von Familien
als zu den Geraniales gehoérend (Ixonanthaceae, Ctenolophonaceae, Humiriaceae,
Erythroxylaceae, Zygophyllaceae, Oxalidaceae, Geraniaceae, Tropaeolaceae und
Limnanthaceae), aber wahrend ScHoLz (1964) lediglich noch die Euphorbiaceae und
Daphniphyllaceae in diese Ordnung integrierte, ordnete TAKHTAJAN (1959) acht
weitere Familien (u. a. Irvingiaceae, Malpighiaceae) in diesen Verwandtschaftskreis
ein. Ende des 20. Jahrhunderts revidierte TAKHTAJAN (1997) seine Einordnung der
Linaceae und platzierte die Leingewachse in die Ordnung Linales, welche neben den
Linaceae die Ctenolophonaceae, Ixonanthaceae, Humiriaceae und Erythroxylaceae
umfasste.

Erst seit der Einfuhrung molekularer Untersuchungsmethoden ist die Lage der
Linaceae in den Malpighiales (Eurosiden |) gesichert (APG 1l 2003, STEVENS 2006).
Betrachtet man die Ergebnisse der Maximum Parsimony Analyse des rbcl-
Datensatzes dieser Ordnung (Abb.2 ), so wird die Monophylie der Linaceae mit einer
sehr guten Unterstutzung (MP-BU 99 %) bestatigt. Ein Schwestergruppenverhaltnis
zu den Irvingiaceae kann zwar in allen Parsimonie Baumen gezeigt werden, findet
jedoch keine Bootstrap-Unterstitzung (Abb. 2). Ein vier Marker umfassender
Datensatz (atpB, rbcL, 18S und nad7B-C) von Davis et al. (2005) fuhrte ebenso zu
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einer phylogenetischen Rekonstruktion, in der ein ungestlitztes Schwesterverhaltnis
zwischen Linaceae und Irvingiaceae ermittelt wurde. Diese Beziehung konnte von
TOKUOKA & TOBE (2006), die ebenfalls nukledre und plastidare Marker kombinierten
(rbcL, atpB, matK und 18s rDNA), schwach gestutzt werden (BU 50 %). Trotz recht
umfangreicher Datensatze bleiben die Beziehungen der verschiedenen Familien der
Malpighiales zueinander weitgehend ungeklart. Aste auRerhalb der Familien zeigen
in der Regel nur eine unzureichende Unterstitzung (SoLTIs et al. 2000, CHASE et al.
2002, DAvis et al. 2005, TOKUOKA & TOBE 2006).

Die Untersuchung der Flacourtiaceae von CHASE et al. (2002), die wie die
Rekonstruktion der vorliegenden Arbeit lediglich auf rbcL-Sequenzen beruht, ergab
ein Schwesterverhaltnis von Linaceae und Picrodendraceae, welches jedoch nicht
durch eine Bootstrap-Analyse unterstutzt werden konnte. Die Arbeit von SUTTER et al.
(2006), die sich vor allem mit der Morphologie der weiblichen Blite der
Picrodendraceae beschaftigt, konnte eine nahe verwandtschaftliche Beziehung
dieser beiden Familien nicht bestatigen. |hren Ergebnissen zufolge weisen die
Picrodendraceae innerhalb der Malpighiales die meisten Gemeinsamkeiten mit den
Pyllanthaceae auf. Die Ctenolophonaceae, Dichapetalaceae, Erythroxylaceae,
Irvingiaceae, Ixonanthaceae, Linaceae, Rhizophoraceae und Trigoniaceae weisen
als morphologische Gemeinsamkeit eine Kombination von epitropen Samenanlagen
und einem Obturator auf (SUTTER et al. 2006).

Aufgrund von morphologischen Merkmalen wurde in der Vergangenheit eine Reihe
von heute anerkannten Familien in die Linaceae integriert. So hatte z. B. WINKLER
(1931) eine recht weite Auffassung der Familie und zahlte neben den heute
akzeptierten Linaceae die Ctenolophonaceae, Ixonanthaceae, Humiriaceae, sowie
die aktuell zu den Erythroxylaceae gezahlte Gattung Nectaropetalum ENGL. zu den
Linaceae. METCALFE & CHALK (1950) und HEIMISCH & TSCHABOLD (1972) bestatigten
diese Auffassung zum Teil. Sie betrachten auf der Grundlage von holzanatomischen
Merkmalen die Ixonanthaceae, Hugonioideae und Linoideae als zu einer Familie
(Linaceae) gehdrig. NARAYANA & RAo (1978), die Vertreter der oben genannten
Familien blitenmorphologisch untersuchten, bekraftigen diese Ansicht. Nach ihren
Ergebnissen ist eine Ausgliederung der Ixonanthaceae und auch der
Ctenolophonaceae als eigenstandige Familien nicht gerechtfertigt. Die Humiriaceae

und Erythroxylaceae hingegen werden wegen ihres Blitenaufbaus als eigenstandige
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Familien betrachtetet. Nach NARAYANA & RAO (1978) sind die Humiriaceae im
Vergleich zu den Linaceae bezuglich ihrer Blutenmorphologie ursprunglicher,
wahrend die Erythroxylaceae ihrer Auffassung nach eine eigene Entwicklungslinie
darstellen. In verschiedenen, die Malpighiales umgreifenden, molekularen
Rekonstruktionen (CHASE et al. 2002, DAvIsS et al. 2005, TOKUOKA & TOBE 2006)
konnten engere verwandtschaftliche Beziehungen zwischen den oben genannten
Familien allerdings nicht bestatigt werden und unterstutzen, wie zuvor erwahnt, die
engere Auffassung der Linaceae. Dies konnte mit der Tatsache zusammenhangen,
dass es sich bei dem groRten Teil der Familien der Malpighiales um sehr alte
Entwicklungslinien handelt. DAvIS et al. (2005) vermuten fur die Malpighiales eine
Entstehung in der mittleren Kreide, der schon bald eine Aufspaltung in die heute
anerkannten Familien folgte.

Die Integration der manchmal als eigenstandige Familie (Hugoniaceae)
abgespaltenen Unterfamilie Hugonioideae in die Linaceae (z. B. VAN WELZEN & BAAS
(1984) auf der Grundlage von blattanatomischen Merkmalen) ist heute Konsens.
Fasst man die oben genannten Ergebnisse zusammen, bleibt die Beziehung der
Linaceae zu den ubrigen Familien der Malpighiales weiterhin noch ungeklart. Eine
Beziehung zu den Irvingiaceae konnte auf Basis von Morphologie (SUTTER et al.
2006) und molekularbiologischen Ergebnissen (DAvis et al. 2005, TOKUOKA & TOBE
2006) lediglich angedeutet werden und bedarf noch weiteren Untersuchungen.
WURDACK & DAvis (2005) erweiterten den Umfang der fir phylogenetische
Rekonstruktionen verwendeten Datensatze auf acht Gene (vier plastidare, zwei
nukleare und zwei mitochondriale) und erhoffen sich dadurch, neue Einblicke in die

interfamiliaren Beziehungen der Malpighiales zu gewinnen.

3.4.2 Intrafamiliare Beziehungen der Linaceae

Die Monophylie der Familie wird in der Rekonstruktion der Familienverhaltnisse
innerhalb der Malpighiales bestatigt und mit einem Bootstrap-Wert von 99 %
hervorragend unterstitzt (Abb. 2). Diese Beziehung kann durch eine Reihe von
morphologischen Merkmalen zusatzlich untermauert werden: Uberwiegende
Funfzahligkeit von Kalyx und Corolle, Hinfalligkeit der Petalen, basale Verwachsung
der Filamente, Nektarien im Bereich des Androeceums, oberstadndiges Gynoeceum

und die Anzahl der Griffel entspricht stets der der Karpelle.
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Betrachtet man die beiden Unterfamilien Hugonioideae und Linoideae, so ist lediglich
die letztere eine naturliche Gruppe, die mit einem Bootstrap-Wert von 99 % (Abb. 2)
unterstitzt wird. Die Hugonioideae hingegen bilden keine monophyletische Einheit
und stehen zusammen mit den Linoideae in einer basalen Trichotomie. Die MP-
Rekonstruktion (Abb. 3) deutet eine sehr schwach gestitzte Paraphylie der
Hugonioideae im Verhaltnis zu den Linoideae an (MP-BU 53 %). Diese Topologie
entspricht der Auffassung von TAKHTAJAN (1997), welcher vermutet, dass die
Linoideae aus den Hugonioideae entstanden sind.

Die Petalen der Gattungen Hebepetalum und Hugonia weisen eine Besonderheit auf.
An der Ruickseite der Blutenblatter entspringt ein Stielchen, so dass sie laut WINKLER
(1931) mit einem peltaten Laubblatt zu vergleichen sind (Abb. 10 A). Eine solche
Struktur ist bei den Vertretern der Linoideae nicht zu finden, allerdings kdnnen
besondere Strukturen an der Basis der Blutenblatter bzw. am oberen Blitenblattrand
des Nagels beobachtet werden. Viele Linoideae-Arten bilden eine Art Leiste, die sich
in der Mitte des Nagels befindet und allmahlich in den Mittelnerv des Petalums
Ubergeht (Abb. 10 H, 11 D). Ebenso befindet sich eine besondere Struktur in der
Ubergangsregion von Platte und Nagel an den Randern der Bliitenblatter vieler
altweltlicher Arten, die benachbarte Blutenblatter nach dem Nut und Feder Prinzip
miteinander verbindet (Abb. 11 E). Durch diese Verbindung erhalten die Bluten der
Linoideae einen glockigen Charakter. Die Gattung Hesperolinon weist an der Basis
der Blutenblatter besondere Strukturen auf, die aus den zuvor erwahnten Merkmalen
hervorgegangen sein kénnten (Abb. 10 B, C, E, F & I). Fir ndhere Informationen bzgl.
dieser Petalenanhangsel siehe vor allem SHARSMITH (1961).

Blutenmorphologisch betrachtet unterscheiden sich die beiden Unterfamilien im
Besonderen durch die unterschiedliche Anzahl an Staubblattern. Die Hugonioideae
zeichnen sich durch ein diplostemones Androeceum aus. Sie besitzen als
plesiomorphes Merkmal zwei Kreise fertiler Staubblatter, wahrend die Gattungen der
Linoideae hingegen als Synapomorphie nur einen Kreis fertiler episepaler Stamina
aufweisen. In den meisten Arten der Linoideae konnen funf Staminodien beobachtet
werden, welche dem Staminaltubus zwischen den freien Filamenten entspringen
(Abb. 12). Die genaue Identitat dieser Strukturen wurde in der Literatur mehrfach
diskutiert (u. a URBAN 1877), aber nach den Entdeckungen von TAMMES (1918), die
bei Linum usitatissimum an der Stelle dieser Zahnchen Staubblatter mit Pollen

geflullten Antheren fand, wurde die Interpretation als Staminodien akzeptiert.
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Abb. 10: Abbildung verschiedener Petalen bzw. Petalenbasen. A: Hugonia spec.; B: Hesperolinon
disjunctum; C: Hesperolinon micranthum; D: Linum rupestre; E: Hesperolinon spec.; F: Hesperolinon
breweri; G: L. oligophyllum; H: L. grandiflorum; |. Hesperolinon bicarpellatum; J — L: L. kingii. A aus
LEINFELLNER (1955), B — L aus SHARSMITH (1961).
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Abb. 11: A: Radiola linoides (aus WINKLER 1931); B: Linum hirsutum, Blattrand mit einzelligen Haaren
und mehrzelligen Driisenschuppen; C: L. tenuifolium L., Drisenhaar am Rand der Sepalen; D: L. c. f.
flavum, Leiste auf Petalenbasis (REM-Aufnahme); E: L. perenne, laterale Verknipfung der Petalen
nach Nut und Feder Prinzip; F: L. perenne Saftspalten in der Oberflache der Nektarien (REM-
Aufnahme); G: L. strictum L. Epidermispapille (Blatt, REM-Aufnahme); H: L. perenne, Nektarium
(REM-Aufnahme); I: L. flavum, Stipulardrisen; K: L. tenuifolium, Epidermispapille (Blatt).
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Diese entsprechen somit dem inneren, epipetalen Staubblattkreis, welcher steril ist.
Die Filamente einiger Linaceae weisen unterschiedlich lange Staubfaden auf.
Wahrend bei einigen Linum-Arten der Sektion Dasylinum innerhalb eines Kreises
unterschiedliche Langen ausgebildet werden, ist in einigen Hugonioideae zu
beobachten, dass einer der beiden Kreise langere bzw. kirzere Filamente ausbildet
(Abb. 12). Inwiefern sich die Bemerkung WINKLERs (1931), dass die Filamente in den
heutigen Hugonioideae ungleich lang seien, auf Unterschiede innerhalb oder
zwischen den einzelnen Kreisen bezieht, ist leider unklar. Bestinden diese
Unterschiede zwischen den Staubblattkreisen (Abb. 12), so ware dies eventuell ein
Hinweis auf Tristylie in den Hugonioideae (fir nahere Informationen bzgl.

Heterostylie siehe Abschnitt 3).
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Abb. 12: Darstellung des Androeceums nach Freipraparation aus der Blite. A: Hugonia spec.; B:
Linum flavum; C: L. kingii. st = Staminodien, n = Nektarien, a = Ansatzstelle der Petalen.

Bei zahlreichen Arten der Hugonioideae (u. a. Hebepetalum, Hugonia) findet sich
zuweilen ein Konnektivspitzchen an den Staubblattern, wahrend eine solche Struktur
in den Linoideae durchgehend fehlt.

Die Linaceae besitzen an der Basis des Staminaltubus Nektarien. Es handelt sich
hierbei um lokal drisig gewordene Filamentbasen der duf3eren episepalen Stamina
(LINK 1989). LINK (1989) beobachtete ferner, dass die Arten der Hugonioideae immer
funf Drisen besitzen (Symplesiomorphie), wahrend in den Linoideae sehr haufig eine
Reduktion in der Anzahl zu beobachten ist. Ferner sind in den Gattungen

Indorouchera und Roucheria die Driisen unscharf begrenzt. Sie nehmen beinahe den
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gesamten Staminaltubus ein (LINK 1989), wahrend sie in den Ubrigen Gattungen eher
lokal auf einen bestimmten Bereich begrenzt sind (Abb. 11 H).

Betrachtet man das Gynoeceum der Linaceae, so sind einige Unterschiede zwischen
den Unterfamilien erkennbar. Wahrend die Griffel in den Hugonioideae nur in
wenigen Fallen eine aulierst kurze Verwachsung aufweisen, ist in vielen Linoideae
eine Vereinigung (mit bis zu mehr als der Halfte) zu beobachten (u.a. Linum
marginale A. CUNN.). Aber auch freie Griffel sind in zahlreichen Arten der Linoideae
zu beobachten (u.a. L. tenuifolium L.). Bezuglich der Form der Narben unter-
scheiden sich die beiden Unterfamilien deutlich. Wahrend in den Hugonioideae stets
scheibenférmige Narben mit einer Vertiefung bzw. Zweilappung zu beobachten sind,
zeigen die Linoideae eine erstaunliche Diversitat von unscheinbar kopfig, tber keulig
bis hin zu langlichen Formen (Abb. 13). Das Ovar ist in den Linaceae meist 5-zahlig,
jedoch kann Reduktion in beiden Unterfamilien beobachtet werden. Die Ausbildung
von sogenannten falschen Scheidewanden wird hingegen nur in den Linoideae
beobachtet (WINKLER 1931). Wahrend die Linoideae in der Regel Kapseln ausbilden,
sind fur die Hugonioideae Steinfrichte typisch (DRESSLER et al. in Druck). Die
Monophylie der Linoideae in den phylogenetischen Rekonstruktionen (Abb. 2, 3 & 4)
kann durch zahlreiche morphologische Merkmale gestlitzt werden. So unterscheiden
sie sich von den Hugonioideae u. a. durch die Funfzahligkeit des Androeceums, die
Form der Narben und das Vorhandensein von Kapselfrichten. Auch die
Hugonioideae zeichnen sich durch eine Reihe von Gemeinsamkeiten aus, wie den
Besitz eines 10-zahligen Androeceums, zweilappige Narben und der Ausbildung von
Steinfrichten. Ob es sich bei den beiden Unterfamilien der Linaceae um
Schwestergruppen handelt oder ob die Hugonioideae paraphyletisch im Verhaltnis zu
den Linoideae sind, kann abschlieRend nicht geklart werden. Zum einen deuten die
molekularen Ergebnisse eine paraphyletische Beziehung nur sehr vage an (keine bis
sehr geringe Bootstrap-Unterstitzung) und zum anderen sind umfangreichere,
morphologische und molekularbiologische Untersuchungen von Noéten, um die
Beziehung der Unterfamilien zu